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Reference du dossier du d^posant ou du 
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i-wun oui i c « uv|1|l ^n preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande internationale n° 
PCT/FR97/01862 


Date du d^pot international Qour/mois/ann6e) Date de priority (jour/mois/ann£e) 
17/10/1997 17/10/1996 


Classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification national© et CIB 
C12N15/55 


D£posant 

BIOCEM (S.A.) et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabfi par I'ad ministration chargee de I'examen prefimlnaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36, 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuiile de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



I 




Base du rapport 


II 


□ 


Priorite 


III 


□ 


Absence de formulation d'opinion quant a ia nouveaute\ I'activite inventive et la possibility d'application 
industrieile 


IV 


□ 


Absence d'unite de I'invention 


V 


IS 


Declaration motivee selon ['article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrieile; citations et explications a I'appui de cette declaration 


VI 


□ 


Certains documents cites 


VII 


□ 


Irregularis dans la demande Internationale 


VIII 


is 


Observations relatives a ta demande internationale 
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I'examen preliminaire international 
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D-80298 Munich 
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RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande intemationale n° PCT/FR97/01 862 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (/es feuiiies de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'articie 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-56 version initiale 



Revendications, N°: 

1-26 version initiale 



2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de l'expos6 de I'invention tel qu'il a ete depose, comme it est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 



4. Observations complementaires, le cas echeant : 
voir feuille separee 



V. Declaration motivee selon I'articie 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration * 

Nouveaute Oui : Revendications 1-15,19, 22-26 

Non : Revendications 16-18,20,21 

Activite inventive Oui: Revendications 3,4,7,8,13,14 

Non : Revendications 1 , 2, 5, 6, 9-12, 15-26 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1-19, 21-26 

Non ; Revendications 



Forrnulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 1) (janvier 1994) 
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2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 



Formulaire PCT/iPEA/409 (cadres I-VHI, feuille 2) (janvier 1994) 




RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR97/01 862 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Remarque supplementaire partie I 

A ce moment de I'examen, le document de priorite n'est pas disponible. Get 
examen est done fonde sur I'hypothese que toutes les revendications jouissent 
d'un droit de priorite datant du depot du document de priorite. 

Remarque supplementaire partie V 

1 . La presente demande concerne la production dans des plantes d'au moins un 
element du complexe lipase pancreatique-colipase de mammiferes, et I'utilisation 
de ces plantes et/ou proteines. 

2. L'objet des revendications 16-18, 20, et 21 n'est pas conforme au critere de 
nouveaute (Article 33(2) PCT). 

2.1 La revendication 16 definit un produit (lipase ou polypeptide derive) par le 
procede d'obtention. 

Les caracteristiques de procede dans une revendication de produit ne peuvent 
etre prises en compte, pour etablir la nouveaute par rapport a Petat de la 
technique, que si I'utilisation de ce procede impliquait necessairement que le 
produit ait des caracteristiques particulieres et si I'homme du metier, en suivant 
les indications de la demande, aboutissait inevitablement a ces caracteristiques, 
en avait conscience et rejetait tout produit ne les possedant pas. II semble 
cependant que la lipase produite dans les plantes ne se distingue pas de la lipase 
isolee d'un mammifere. 

La meme objection s'applique aux revendications 17 et 18. 

2.2 Par consequent, l'objet des revendications 20 et 21, dans la mesure ou lesdites 
revendications dependent des revendications 16 a 18, n'est pas nouveau: 

- le document D1 (WO 93/00426) decrit I'utilisation de lipase pancreatique pour le 
traitement d'insuffisance pancreatique. 

- le peptide decrit dans D2 (EP-A-0 269 595) est derive de la colipase. Ce peptide 
est utilise pour le traitement de I'obesite. D2 decrit aussi une composition 
pharmaceutique qui comprend ce peptide. 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR97/01 862 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



3. Le document D3 (Rev. Mai. Resp., vol. 12, 1995, p. 409-413) fait reference a un 
colza produisant de la lipase pancreatique (p. 41 1, col. de droite). 
L'administration chargee de 1'examen preliminaire international n'a pas encore pu 
prendre connaissance du contenu du document cite dans D3 (Chambon, 
Sciences Avenir, aout 1994, 64-69). Neanmoins, il est a noter que ce document 
pourrait affecter la nouveaute de plusieurs revendications. 

4. ^administration chargee de Pexamen preliminaire international considere que les 
revendications 1, 2, 5, 6, 9-12, 15, 16, et 19-26 n'impliquent pas une activite 
inventive telle que definie par I'Article 33(3) PCT. 

4.1 Le document D4 (EP-A-0 449 376) decrit la production d'enzymes dans les 
graines de plantes. En particulier, des lipases peuvent etre exprimees et utilisees 
dans le traitement d'insuffisance pancreatique (paragraphe entre les pages 4 et 
5). 

Le document D1 decrit des lipases pancreatiques de mammiferes. II est suggere 
d'utiliser ces lipases pour le traitement d'insuffisance pancreatique. 
II semble que I'homme du metier qui a connaissance de ces deux documents 
produirait des plantes qui expriment la lipase pancreatique. Dans ce but, il 
utiliserait une sequence nucleotidique contenant un ADNc codant pour la lipase et 
des elements permettant a une cellule vegetale de produire cette lipase. L'homme 
du metier serait done arrive a I'objet des revendications 1, 2, 5, 6, 9-12, 15, 16 et 
19 sans avoir a exercer une activite inventive. 

4.2 II semble que les revendications 20-26 concernent un objet qui peut etre obtenu 
de fagon evidente en utilisant des plantes exprimant la lipase pancreatique ou la 
lipase pancreatique isolee de telles plantes. 

5. La revendication 20 concerne une methode de traitement chirurgical ou 
therapeutique du corps humain ou animal. 

II n'existe pas de critere unifie dans le PCT pour determiner si la revendication 20 
est susceptible d'application industrielle. La brevetabilite peut aussi dependre de 
la maniere dont la revendication a ete formulee. 

En accord avec la Regie 67.1 iv) PCT, aucun opinion n'est done exprimee par 
rapport de I'application industrielle de la revendication 20. 
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Les objets des revenclications 1-19 et 21-26 sont susceptibles dl'application 
industrielle. 

Remarque supplemental partie VIII 

La revendication 1 concerne i'utilisation d'une sequence nucleotidique qui contient 
un ADNc codant pour une proteine ou un polypeptide derive d'un element du 
complexe lipase pancreatique-colipase. L'expression "polypeptide derive..." n'est 
pas claire. 

La meme objection s'applique aux revendications 5 et 8. 
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Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT 

t«V^ 1 II ■ \J" * 1 1 — 1_ I— 111 ll_ VJ 1 v> 1 1 1L- 1 VI Lll 1 

D'UN CHANGEMENT 

instruction administrative 422 du PCT) 


Destinataire: 

BREESE-MAJEROWICZ 
3, avenue de l'Op6ra 
F-75001 Paris 
FRANCE 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 

06 avril 1999 (06.04.99) 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
L74BD1168 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande Internationale no 

PCT/FR97/01862 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
17 octobre 1997 (17.10.97) 



1. Les renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 

X le deposant X Pinventeur | | le mandataire | | te representant commun 


Nom et adresse 

MEROT, Bertrand 
Biocem (S.A.) 

Campus Universitaire des Cezeaux 
24, avenue des Landais 
F-63170 Aubiere 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimprimeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a ete enregistre en ce qui concerne: 
| | la personne | | le nom X I'adresse | | la nationalite | | le domicile 


Nom et adresse 

MEROT, Bertrand 
3, la Coussediere 
Moulet Marcenat 
F-63530 Volvic 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimprimeur 


3. Observations complementaires, le cas echeant: 


4. Une copie de cette notification a ete envoyee: 
| X | a ('office recepteur [ | aux offices designes concernes 
| | a I'administration chargee de la recherche internationale | X | aux offices elus concernes 
[ | a I'administration chargee de I'examen preliminaire international | | autre destinataire: 



Bureau international de I'OMPI 


Fonctionnaire autorise: 


34, chemin des Colombettes 


Marie-Jose Devillard 


121 1 Geneve 20, Suisse 




no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 
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S~opie a 1'intention de Toffice elu (EO/^J| PCT/FR97/01 862 

z COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT 
D'UN CHANGEMENT 

(regie 92bis.1 et 
instruction administrative 422 du PCT) 


Destinataire: 

BREESE-MAJEROWICZ 
o, avenue ae i vjpera 
F-75001 Paris 
FRANCE 


Date d'expedttion (jour/mois/annee) 
25 fevrier 1999 (25.02,99) 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
L74BD1168 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande internationale no 

PCT/FR97/01862 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
17 oetobre 1997 (17.10.97) 



1- Les renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 

X te deposant | | 1'inventeur | | le mandataire | | le representant commun 


Nom et adresse 
BIOCEM (S.A.) 

Campus Universitaire des Cezeaux 
24, avenue des Landais 
F-63170Aubiere 
FRANCE 


Nationality (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimprimeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique < 
| | la personne X le nom X I'adresse |" 


3i-apres a ete enregistre en ce qui concerne: 
[ la nationality | | le domicile 


Nom et adresse 

MERISTEM THERAPEUTICS S.A. 
8 rue des Fr&res Lumiere 
F-63100 Clermont-Ferrand 
FRANCE 


Nationality (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimprimeur 


3. Observations complernentaires, le cas echeant: 




4. Line copie de cette notification a ete envoyee: 
| X | a I'office recepteur | | aux offices designes concernes 
| | a I'administration chargee de la recherche internationale | X| aux offices elus concernes 
| | a I'administration chargee de I'examen preliminaire international | | autre destinataire: 





Fonctionnaire autorise: 


Bureau international de I'OMPI 


34, chemin des Colombettes 


Marie-Jose Devillard 


1 21 1 Geneve 20, Suisse 




no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 
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Copie a I'intention de I'office elu (EO/US) PCT/FR97/01 862 

TRAITE DEJhoPERATION EN MATIERE^BREVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT 
D'UN CHANGEMENT 

instruction administrative 422 du PCT) 


Destinataire: 

BREESE-MAJEROWICZ 
3, avenue de I'Opera 
F-75001 Paris 
FRANCE 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 

06 avrii 1999 (06.04.99) 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
L74BD1168 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande Internationale no 

PCT/FR97/01862 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
17 octobre 1997 (17.10.97) 



1- Les renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 

X le deposant X 1'inventeur j | le mandataire j | le representant commun 


Nometadresse 

GRUBER, Veronique 
Biocem (S.A.) 

Campus Universitaire des Cezeaux 
24, avenue des Landais 
F-63170 Aubiere 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de PEtat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleirnprimeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a ete enregistre en ce qui concerne: 
| | la personne | | le nom X fadresse | | la nationality | | le domicile 


Nom et adresse 

GRUBER, Veronique 
44 avenue Jean-Jaures 
Bat. C 

Residence Sainte Madeleine 
F-63400 Chamalieres 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de VEtat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleirnprimeur 


3. Observations complementaires, le cas echeant: 


4* Une copie de cette notification a ete envoyee: 
[ X | a I'office recepteur J~ | aux offices designes concernes 
] | a ('administration chargee de la recherche internationale | Xj aux offices elus concernes 
[ | a ('administration chargee de I'examen preliminaire international | | autre destinataire: 





Fonctionnaire autorise: 


Bureau international de I'OMPI 


34, chemin des Colornbettes 


Marie-Jose Devillard 


1211 Geneve 20, Suisse 




node telecopieur (41 -22) 740.1 4.35 


no de telephone (41 -22) 338.83.38 
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Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT 
D'UN CHANGEMENT 

(regie 92bis.1 et 
instruction administrative 422 du PCT) 


Destinataire: 

BREESE-MAJEROWICZ 
3, avenue de I'Opera 
F-75001 Paris 
FRANCE 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 
06 avril 1999 (06.04.99) 


Reference du dossier du deposant ou du martdataire 
L74BD1168 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande Internationale no 

PCT/FR97/01862 


Date du depot international (jour/mo is/art nee) 
17 octobre 1997 (17.10.97) 



1. Les renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 

X le deposant X I'inventeur | | le mandataire | ] le representant cornmun 


Nom et adresse 

BOURNAT, Philippe 
Biocem (S.A.) 

Campus Universitaire des Cezeaux 
24, avenue des Landais 
F-63170 Aubidre 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimprimeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a ete enregistre en ce qui concerne: 
| | la personne | | le nom X t'adresse | [ la nationalite | | le domicile 


Nom et adresse 

BOURNAT, Philippe 
48, rue Bonnabaud 
F-63000 Clermont-Ferrand 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimprimeur 


3. Observations complementaires, le cas echeant: 


4. Une copie de cette notification a ete envoyee: 
| X| a I'office recepteur | | aux offices designes concernes 
| | a I'administration chargee de la recherche internationale | X| aux offices elus concernes 
| [ a I'administration chargee de I'examen preliminaire international | | autre destinataire: 



Bureau international de I'OMPI 


Fonctionnaire autorise: 


34, chemin des Colombettes 


Marie-Jose Devillard 


1211 Geneve 20, Suisse 




no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 
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ORGAN to/VTION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 



DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 

C12N 15/55, 15/82, A01H 5/00, A23K 
1/14, A61K 38/46, C10L 1/02, 1/14 


Al 


(11) Nume>o de publication Internationale: WO 98/17807 
(43) Date de publication internationale: 30 avril 1998 (30.04.98) 


(21) Numero de la demand e Internationale: PCT/FR97/01862 

(22) Date de depot international; 17 octobre 1997 (17.10.97) 

(30) Donn^es relatives a la priori te: 

96/ 1 2665 1 7 octobre 1 996 ( 1 7. 1 0.96) FR 

(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US): BIOCEM 

(S.A.) [FR/FRJ; Campus Universitaire des Cezeaux, 24, 
avenue des Landais, F-63170 Aubiere (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/De*posants (US settlement): GRUBER, V6ronique 
[FR/FR]; Biocem (S.A.), Campus Universitaire des 
C6zeaux, 24, avenue des Landais, F-63170 Aubiere (FR). 
BOURNAT, Philippe [FR/FR]; Biocem (S.A.), Campus 
Universitaire des Cezeaux, 24, avenue des Landais, 
F-63170 Aubiere (FR). MEROT, Bertrand [FR/FR]; 
Biocem (S.A.), Campus Universitaire des Cezeaux, 24, 
avenue des Landais, F-63170 Aubiere (FR). 

(74) Mandataire: BREESE-MAJEORWICZ; 3, avenue de I'Opera, 
F-75001 Paris (FR). 


(81) Etats designes: AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, 
CA, CH, CN, CU, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, GB, GE, HU, 
IL, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, 
LV, MD, MG, MK, MN, MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, 
RU, SD, SE, SG, SI, SK, TJ, TM, TR, TT, UA, UG, US, 
UZ, VN, brevet ARIPO (GH, KE, LS, MW, SD, SZ, UG, 
ZW), brevet eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, 
TM), brevet europeen (AT, BE, CH, DE, DK, ES, FI, FR, 
GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), brevet OAPI (BF, 
BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Publiee 

Avec rapport de recherche internationale. 

Avant V expiration du delai prevu pour la modification des 

revendications, sera republiee si de telles modifications sont 

regues. 



(54) Title: PANCREATIC LIPASES AND/OR RECOMBINANT COLIPASES AND DERIVED POLYPEPTIDES PRODUCED BY 
PLANTS, METHODS FOR OBTAINING THEM AND USE THEREOF 




(54) Titre: LIPASES PANCREATIQUES ET/OU COLIPASES RECOMBINANTES ET POLYPEPTIDES DERIVES PRODUITS PAR 
LES PLANTES, LEURS PROCEDES D'OBTENTION ET LEURS UTILISATIONS 



(57) Abstract 



The invention concerns the use of a recombinant nucleotide sequence containing a DNAc coding for an element of the pancreatic 
lipase-colipase complex of mammals or for a derived protein or polypeptide, and the elements enabling a plant cell to produce this element, 
or the derived protein or polypeptide, coded for by said DNAc, in particular a promoter and a terminator of transcription identified by the 
transcriptional machinery of plant cells, for transforming plant cells in order to obtain, from these cells, or from the plants obtained from 
the latter, a recombinant element of the pancreatic lipase-colipase complex of mammals, or of a derived protein or polypeptide. 



(57) Abrege 

La pr£sente invention conceme Putilisation d'une sequence nucleotidique recombinante contenant, d'une part, un ADNc codant pour 
un 61ement du complexe lipase pancr6atique-colipase de mammiferes ou pour une prot6ine ou un polypeptide derive\ et d 'autre part, les 
elements pennettant a une cellule v6gdtale de produire cet element, ou la proline ou ie polypeptide derive^ cod6 par ledit ADNc, notamment 
un promoteur et un terminateur de transcription reconnus par la machinerie transcriptionelle des cellules vegetales, pour la transformation de 
cellules de plantes en vue de 1'obtention, a partir de ces cellules, ou de plantes obtenues a partir de ces demieres, d'un 61ernent recombinant 
du complexe lipase pancreatique-colipase de mammiferes, ou d'une protdine ou polypeptide d6riv6. 
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LIPASES PANCREATIQUES ET/OU COLIPASES RECOMB IN ANTES ET 
POLYPEPTIDES DERIVES PRODUITS PAR LES PLANTES, LEURS 
PROCEDES D'OBTENTION ET LEURS UTILISATIONS 

La presence invention a pour objet la production par les plantes de lipases 
pancreatiques et colipases recombinantes, notammeni de la lipase pancrealique 
humaine recombinante (LPH) et/ou de la colipase pancrealique humaine (COLPH), 
de facon combinee ou separee, et autres derives de ccs dernieres possedant une 
activite lipasique ou une activite de cofacteur de lipase le cas echeant, ainsi que 
leurs utilisations, notamment en tant qu'aliments fonctionneis, que compositions 
pharmaceutiques, ou dans des formulations enzymatiques a applications agro- 
alimentaires ou industrielles. 

On connait dans Part anterieur le brevet WO 9300426 qui concerne une 
lipase pancreatique de mammifere et ses variantes La description est basee sur le 
clonage et le sequencage de la lipase pancreatique de cobaye et le mode de 
production decrit est P expression dans le champignon fiiamenteux Aspergillus 
oryzae. Cependant aucune indication n'est donnee dans WO 9300426 pour 
surmonter les particuiarites et difficultes imprevisibles propres a la transgenese et a 
une telle production dans les plantes, par exemple dans le tabac, le mats ou le 
colza. 

L'action concertee de la lipase pancreatique et de la colipase permet 
Phydrolyse des graisses dans le duodenum, En effet, le substrat nature! de la lipase 
pancreatique consiste en des triglycerides a chaines longues disperses dans la 
solution des sels biliaires micellaires. Cependant la lipase est fortement inhibee par 
les sels biliaires. Lorsque la lipase et la colipase sont presentes, cette inhibition est 
surmontee. Dans Pintestin, le complexe lipase pancreatique-colipase pancreatique 
est forme, catalyse par des acides gras a longues chaines qui augmentent la liaison 
d'un facteur 100. Bien que la stoechiometrie lipase:colipase soil de le ratio de 
concentration lipase-colipase est vanaule ~~ . opece considere (Erlanson- 
Albertson, 1992). Chez le rat, le ratio lipase-colipase est mferieur a 1 (0,48) tandis 
que chez Phomme, ii en est proche (1,05) Cette observation pourrait s'expliquer 
par le role potentiel oe »a colipase dans la regulation du poids de Panimal via son 
peptide d'activation, Penterostatine. 

La lipase pancreatique humaine (LPH) est une glycoproteine de 449 acides 
amines (AA) d'une masse moleculaire apparente d'environ 50 kilodaltons (kDa) 
synthetisee sous forme d'un precurseur de 465 AA contenant un peptide signal de 
16 AA a Pextremite N-terminale (Lowe et aL 1989). Des lipases (proteines ou 
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ADNc) pancreatiques ont ete purifiees a partir de tissus ou organes de mammiferes 
tels que le cheval, le pore, le lapin, le rat ou le 
cobaye. Les sequences en acides amines presentent entre eiles un pourcentage 
d'homologie d*au moins 80%, notamment d'au moins 80,6% a environ 84,6 
(tableau 1). Les sequences nucleotidiques presentent entre eiles un pourcentage 
d'homologie d'au moins 79%, notamment d'au moins 79,3 % a environ 87% 
(tableau 1). 



Tableau 1 





IIIS2 

;i : ; ?; p^-retppo^M^^-:^ 
;:=S|pSr^ : ''"seqii ^ : 


% - s^u£r^ 

seqilBh^hiimauie : ;;;' ■ i't^sk 


cheval 


84,6 






87,0 


pore 


83,7 






85,0 


lapin 


81,2 






82,8 


rat 


80,6 






79,3 



Les caracteristiques des lipases pancreatiques sont les suivantes : eiles sont 
activees par les interfaces lipides-eau (activation int r ;rfaciale) ; eiles sont inhibees 
par les sels biliaires mais reactivees par la colipase (p cteine activatrice) ; eiles 
n'hydrolysent pas significativement les phospholipides. 



La lipase pancreatique (triacylglycerol acylhydrolase, EC 3.1.1.3)) joue un 
role cle dans Pabsorption des graisses alimentaires par Phydroiyse des triglycerides 
en diglycerides, puis en monoglycerides et en acides gras libres. L'hydrolyse des 
triglycerides par la lipase pancreatique est inhibee par des concentrations 
physiologiques d'acides biliaires. Cette inhibition est surmontee par Paddition de 
colipase qui se fixe a la lipase et aux micelles lipidiques. La structure 
tridimensionnelle de la lipase pancreatique humaine a ete determinee par 
cristallographie aux rayons X (Winkler et al 1990). Elle a permis d'identifier le 
residu catalytique Ser 152 appartenant a la triade Asp-His-Ser qui est 
chimiquement analogue mais structurellement differente des proteases a serine. Ce 
site catalytique est couvert par une boucle de surface, et par consequent 
inaccessible au solvant. L'activation interfaciale, propriete caracteristique des 
enzymes lipolytiques agissant sur des substrats insolubles dans Peau aux interfaces 
eau-lipide, necessite probablement une reorientation. La lipase pancreatique 
humaine est constitute de deux domaines, un domaine N-terminal comprenant les 
residus 1 a 335, et un domaine C-terminal. Le domaine N-terminal contient le site 
actif, un site de glycosylation (Asn 166), un site de fixation de Ca 2+ , et 
probablement un site liant Pheparine intestmale Le domaine C-terminal contient le 
site de liaison de la colipase 
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La colipase pancreatique est secretee a partir du pancreas sous forme d'un 
precurseur, la procotipase (Borgstrom et al 1070) Elle facilite Thydrolyse des 
lipides interfaciaux catalysee par la lipase pancreatique La colipase pancreatique, 
de masse moleculaire apparente de lOkDa, confere une activite catalytique a la 
lipase pancreatique dans les conditions physiologiques (hautes concentrations en 
sels biliaires). La procolipase est constitute de 1 1 2 A A dont 17 correspondent au 
peptide signal. Les sequences en acides amines et nucleotidique, de la colipase 
pancreatique humaine sont connues ( Erianson et al 1074 et Lowe et al. 1990). 

Des colipases pancreatiques ont ete isolees a partir de mammiferes. Par 
exemple, la colipase pancreatique de lapin presente 82,7% d'homologie de 
sequence en AA avec la colipase humaine. L'etude cristallographique de la 
structure de la colipase et son interaction avec la lipase pancreatique ont ete 
etudiees (EglofT et al, 1995) : La surface de la colipase peut etre divisee en une 
partie relativement hydrophile interagissant avec la lipase et une partie plus 
hydrophobe aux extremites de boucles proteiques. [.'interaction entre la colipase et 
le domaine C-terminal de la lipase est stabilised par S liaisons hydrogene et environ 
80 contacts de Van der Waals. Lorsque la boucle de surface (ou le «couvercle») 
couvrant le site catalytique libere Faeces a celui-ci, 3 liaisons hydrogenes et 
environ 28 contacts de Van der Waals suppiementaires apparaissent, expliquant la 
haute affinite apparente en presence d'une interface lipides/eau. 

In vitro, dans certaines conditions, on peut mettre en evidence une synergie 
d'action entre les lipases gastrique et pancreatique sur rhydrolyse de triglycerides a 
chames longues (Gargouri, Y. et aL, 1989). 

On connaTt plusieurs situations pathologiques (mucoviscidoses insuffisance 
pancreatique exocrine) ou les patients sont totalemem ou paniellement depourvus 
de secretion pancreatique exocrine et done des enzymes necessaires a l'hydrolyse 
des aliments (amylases, lipases, proteases). La noivabsorption des graisses au 
niveau intestinal, et notamment des triglycerides a iongues chames, se traduit par 
une augmentation tres importante de la steatorrhee chez ces patients et, en 
particulier dans les cas de la mucoviscidose, par un ralentissement tres sensible de 
la prise de poids chez les jeunes malades. Pour corriger cela on administre a ces 
sujets des extraits pancreatiques de pore au moment des repas. L'efficacite 
therapeutique de ces extraits pourrait etre nettement amelioree par la prescription 
de LPH (grace a sa specificite d'action sur les triglycerides a longues chaines). 

Les cellules de mammiferes sont, a priori, plus adaptees a Texpression de 
genes de mammiferes. Leur utilisation pose cependant des problemes de maturation 
des proteines L'equipement enzymatique qui realise la maturation post- 
traductionnelle est different d'un tissu, d'un organe ou d'une espece a I'autrc. Par 
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exemple, il a ete rapporte que la maturation post-traductionnelle d'une proteine 
plasmatique peut etre differente lorsqu'elle est obtenue a partir du sang humain ou 
bien lorsqu'elie est produite par une cellule recombinante comme les cellules 
d'ovaires de hamster chinois ou dans le lait d'un animal transgenique. Par ailleurs, 
les faibles niveaux d'expression obtenus avec les cellules des mammiferes 
impliquent la mise en oeuvre de cultures in vitro en tres grands volumes a des 
couts eleves. La production de proteines recombinantes dans le lait des animaux 
transgeniques (souris, brebis et vaches) permet de diminuer les couts de production 
et de surmonter les problemes de niveau d'expression. Cependant, il reste des 
problemes d'ethique et de contaminations virales et subvirales (prions). 

Pour ces raisons, la transgenese de genes de mammiferes dans une cellule 
vegetale pourrait offrir une voie de production en grandes quantites de proteines 
recombinantes nouveltes, a un coiit de production reduit et sans risque de 
contaminations virales ou subvi.ales . 

En 1983, plusieurs laboratoires ont decouvert qu'il etait possible de transferer 
un gene heterologue dans le genome d'une cellule vegetale et de regenerer des 
plantes transgeniques a partir de ces cellules genetiquement modifiees. Toutes les 
cellules de la plante possedent alors le caractere genetiquement modifie qui est 
transmis a la descendance par fecondation sexuee. 

Grace a ces travaux, diverses equipes se sont interessees a la production de 
proteines recombinantes de mammiferes dans les cellules vegetales ou dans des 
plantes transgeniques (Barta et aL, 1986). Uun des premiers resultats vraiment 
significatif dans ce domaine a ete la production d'anticorps dans les plantes de 
tabac transgeniques. 

Pour exprimer une proteine heterologue dans la graine, lieu de stockage des 
proteines chez les vegetaux, 1'equipe de Vandekerckhove a fusionne la sequence 
codant pour la leu-enkephaline au gene codant pour l'albumine 2S flArabidopsis 
ihatiana. Avec cette construction, des colza transgeniques ont ete produits qui 
expriment specifiquement la leu-enkephaline dans les graines a des niveaux 
d'expression de Tordre de 0J% des proteines totales En 1990, le gene de la serum 
albumine humaine a ete transfere dans des cellules de tabac et de pomme de terre. 
Quelle que soit 1'origine des peptides signaux (humaine ou vegetale), des taux de 
serum albumine humaine de 1'ordre de 0,02% des proteines totales ont ete obtenus 
dans les feuilles, les tiges et les tubercules de pomme de terre. 

D'autres proteines recombinantes de mammiferes ont ete aussi produites dans 
les plantes: 1'antigene de surface de Thepatite B, les interferons, un anticorps de 
souris anti-Streptococcus muiam, agent de la cane, des fragments d'anticorps anti- 
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cellules cancereuses, un anticorps anti-Herpes, la toxine du cholera et le facteur de 
croissance de repiderme humain (E.G.F). 

L'ensemble de ces recherches a permis de montrer que la production de 
proteines recombinantes de mammiferes dans les cellules vegetales est possible et 
5 que les mecanismes de la synthese des proteines a parti r des sequences d'ADN sont 

similaires chez les cellules animales et ies cellules vegetales. De nombreuses 
differences existent neanmoins entre les cellules vegetales et animales, notamment 
au niveau de la maturation des glycannes poiymannosidiques en glycannes 
complexes, ou encore au niveau des sites de clivage des peptides signaux, ne 
10 permettant pas ainsi de garantir 1'obtention de proteines de mammiferes actives ou 

suffisamment actives par transformation de cellules vegetales. 

Les inventeurs ont decouvert que 1'uiilisation de cellules vegetales 
transformees par une sequence nucleotidique recombtnante appropriee, permet 
d'obtenir de la lipase pancreatique, notamment de la LPH, recombinante ou des 
15 proteines ou polypeptides derives de ces dernieres, presentant une activite 

enzymatique suffisante pour etre developpes dans une application industrielle. 

Le but de la preserve invention est de fournir un nouveau procede 
d'obtention de lipases paoer^atiques recombinantes de mammiferes, et plus 
particulierement de LPH, par <es plantes, ou de proteines ou polypeptides derives 
20 de ces dernieres, presentant une activite enzymatique, et plus particulierement une 

activite lipasique, telle que lesdites lipases recombinantes, ou leurs polypeptides 
derives puissent etre utilises industriellement, 

Un autre but de la presente invention est de fournir les outils pour la mise en 
oeuvre d'un tel procede, notamment de nouveiles sequences nucleotidiques 
25 recombinantes, des cellules de plantes transformees genetiquement, des plantes ou 

parties de plantes (notamment feuilles, tiges, fruits, semences ou graines, racines) 
transformees genetiquement, et des fragments de ces plantes ou parties de plantes 
transformees genetiquement. 

L'invention a egalement pour but de fournir de nouvelle(s) lipases 
30 pancreatiques recombinante(s) de mammiferes, notamment la LPH, ou toute 

proteine ou polypeptide derive, enzymatiquement actifs et te^ qu'obtenus a partir 
de cellules de plantes ou de plantes, transformees genetiquement. 

L'invention a egalement pour but de fournir de nouveiles compositions 
enzymatiques susceptibles d'etre utilisees dans le cadre de la mise en oeuvre de 
35 reactions enzymatiques, notamment a I'echeile industrielle. 

L'invention a egalement pour but de fournir de nouveiles compositions 
pharmaceutiques, notamment dans le cadre du traitement de pathologies associees 
a un deficit de production de lipase dans Torganisme, telles que la mucoviscidose 
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ainsi que du traitement de pathologies associees a un desordre alimentaire, telle 
que i'obesite. 

Un autre but de la presente invention est de fournir de nouveaux carburants, 
encore designes biocarburants, presentant 1'avantage d'etre moins polluants que les 
5 carburants derives du petrole, et d'etre d'un cout de revient moins eleve. 

DESCRIPTION DETAILLE DE L'INVENTION: 

La presente invention a pour objet. Tutilisation d'une sequence nucleotidique 
recombinante contenant, d'une part, un ADNc codant pour une lipase pancreatique 
de mammiferes ou pour une proteine ou un polypeptide derive, et d'autre part, les 

10 elements permettant a une cellule vegetale de produire ia lipase pancreatique, ou la 

proteine ou Ie polypeptide derive, code par ledit ADNc, notamment un promoteur 
et un terminateur de transcription reconnus par la machinerie transcriptionnelie des 
cellules vegetales, pour la transformation de cellules de plantes en vue de 
1'obtention, a partir de ces cellules, ou de plantes obtenues a partir de ces dernieres, 

15 d'une lipase pancreatique recombinante de mammiferes, ou d'une proteine ou 

polypeptide derive. 

En particulier, la presente invention a pour objet 1'utiiisation d'une sequence 
nucleotidique recombinante contenant, d'une part, un ADNc codant pour toute 
lipase pancreatique de mammiferes ou pour une proteine ou un polypeptide derive, 

20 a savoir les proteines ou les polypeptides dont les sequences nucleotidiques codant 

pour ces dernieres presentent entre elles un pourcentage d'homologie d'au moins 
environ 75%, notamment d'au mains environ 77% a environ 85%, et dont les 
sequences en acides amines presentent entre elles un pourcentage d'homologie d'au 
moins environ 75%, notamment d'au moins environ 80% a environ 90%, et 

25 presentent une activite lipasique de type pancreatique. notamment un ADNc codant 

pour toute lipase pancreatique de mammiferes, ou un ADNc codant pour toute 
proteine ou polypeptide derive des lipases pancreatiques susmentionnees par 
addition et/ou suppression et- v>u substitution d'un (ou plusieurs) acide(s) amine(s), 
cette proteine ou ce polypeptide derive possedant une activite lipasique de type 

30 pancreatique, et, d'autre part, les elements permenant a une cellule vegetale de 

produire la lipase pancreatique, ou la proteine ou le polypeptide derive, code par 
ledit ADNc, notamment un promoteur et un terminateur de transcription reconnvs 
par la machinerie transcriptionnelie des cellules vegetales, pour la transformation 
de cellules de plantes en vue de I'obtention, a partir de ces cellules, ou de plantes 

35 obtenues a partir de ces dernieres, d'une lipase pancreatique recombinante de 

mammiferes, ou d'une proteine ou polypeptide derive. 

La presente invention a plus particulierement pour objet ('utilisation d'une 
sequence nucleotidique recombinante contenant d'une part, 1'ADNc codant pour la 
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LPH (Lowe M.E et al 1989), ou une sequence nucleotidique derivee de cet ADNc, 
notamment par addition et/ou suppression er/ou substitution d'un (ou plusieurs) 
nucleotide(s), ladite sequence derivee etant susceptible de coder pour un 
polypeptide dont la sequence en acides amines est identique a ceile de la LPH, ou 
5 pour un polypeptide derive de la LPH par addition et/ou suppression et/ou 

substitution d'un (ou plusieurs) acide(s) amine(s), ce polypeptide derive presentant 
une activite lipase de type pancreatique, et d'autre part, les elements permettant a 
une cellule vegetale de produire le polypeptide code par ledit ADNc ou par une 
sequence derivee susmentionnee, notamment un promoteur et un terminateur de 

10 transcription reconnus par la machinerie transcriptionnelle des cellules vegetales (et 

plus particuiierement par les ARN polymerases de ces dernieres), pour la 
transformation de cellules de plantes en vue de I'obtention, a partir de ces cellules, 
ou des plantes obtenues a partir de ces dernieres, de LPH recombinante sous forme 
d'enzyme active, ou d'un (ou plusieurs) polypeptide(s) derive(s) de cette derniere 

15 tel(s) que defini(s) ci-dessus. 

L'invention concerne aussi une sequence nucleotidique recombinante, 
caracterisee en ce qu'elle contient d'une pan la sequence codante pour une lipase 
pancreatique ou une proteine ou polypeptide derive et d'autre part, les elements 
permettant a une cellule vegetale de produire une lipase pancreatique pancreatique 

20 ou une proteine ou polypeptide derive code par ladite sequence, notamment un 

promoteur et un terminateur de transcription reconnus par la machinerie 
transcriptionnelle des cellules vegetales, 

-une sequence nucleotidique recombinante, caracterisee en ce qu'elle contient 
d'une part la sequence codante pour une colipase ou une proteine ou polypeptide 

25 derive et d'autre part, les elements permettant a une cellule vegetale de produire 

une colipase pancreatique ou une proteine ou polypeptide derive code par ladite 
sequence, notamment un promoteur et un terminateur de transcription reconnus 
par la machinerie transcriptionnelle des cellules vegetales, 

-et une sequence nucleotidique recombinante, caracterisee en ce qu'elle 
contient d'une part les sequences codantes pour une lipase pancreatique et une 
colipase ou les proteines ou polypeptides derives et d'autre part, les elements 
permettant a une cellule vegetale de produire une lipase pancreatique et une 
colipase ou les proteines ou polypeptides derives codes par ladite sequence, 
notamment un promoteur et un terminateur de transcription reconnus par la 

35 machinerie transcriptionnelle des cellules vegetales. 

L'invention concerne egalement toute sequence nucleotidique recombinante 
telle que decrite ci-dessus, notamment celle contenant a titre d'ADNc, celui de la 
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LPH ou une sequence nucleotidique derivee de ce dernier telle que definie ci- 
dessus. 

Avantageusement, les sequences nucleottdiques recombinantes selon 
Tinvention contiennent une (ou plusieurs) sequence(s) codant pour un peptide 

5 responsable de Tadressage des polypeptides recombinants de I'invention (a savoir 

de la LPH recombinante ou des polypeptides derives susmentionnes) dans un 
compartiment determine de la cellule vegetale, notamment dans le reticulum 
endoplasmique ou dans les vacuoles, ou bien meme a Texterieur de la cellule, dans 
la paroi pectocellulosique ou dans l'espace extracellulaire aussi appeie apopiasme. 

10 Parmi les terminateurs de transcription susceptibles d'etre utilises pour la 

transformation de cellules de plantes dans le cadre de la presente invention, on peut 
citer le terminateur polyA 35S du vims de la mosaique du chou-fleur (CaMV), ou 
le terminateur polyA NOS, qui correspond a la region en 3' non codante du gene 
de la nopaline synthase du plasiviide Ti <S % Agrohacterhtm tumefactem souche a 

15 nopaline . 

A ce titre, Tinvention a pour objet toute sequence nucleotidique 
recombinante telle que decrite ci-dessus contenant en aval dudit ADNc ou de sa 
sequence derivee, le terminateur polyA 35S du CaMV, ou ie terminateur polyA 
NOS A'Agrohacterhim tumefaciens. 

20 Parmi les promoteurs de transcription susceptibles d'etre utilises pour la 

transformation de cellules de plantes dans ie cadre de la presente invention, on peut 
citer: 

- le promoteur 35S (P35S), ou avantageusement le promoteur constitutif 
double 35S (Pd35S) du CaMV, ces promoteurs permettant Texpression des 

25 polypeptides recombinants de Tinvention dans l'ensemble de la plante obtenue a 

partir de cellules transformers selon Tinvention, et sont decrits dans Tarticle de Kay 
etaL, 1987, 

- Ie promoteur PCRU du gene de la cruciferine de radis permettant 
Texpression des polypeptides recombinants de Tinvention uniquement dans les 

30 ^emences (ou graines) de la plante obtenue a partir de cellules transformees selon 

Tinvention, et decrit dans Tarticle de Depigny-This et a!., 1992, 

- les promoteurs PGEA1 et PGEA6 correspondant a la region 5' non codante 
des genes de la proteine de reserve de graines, GEA1 et GEA6, respectivement, 
d'Arabidopsis thaliana (Gaubier et al., 1993), et permettant une expression 

35 specifique dans les graines, 

- le promoteur chimerique super-promoteur PSP (Ni M et al., 1995), 
constitue de la fusion d'une triple repetition d'un element activateur transcriptionnel 
du promoteur du gene de Toctopine synthase d'Agrobacterium tumefaciens, d'un 
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element activateur transcriptionnel du promoteur du gene de mannopine synthase 
et du promoteur mannopine synthase d'Agrobacterium tumefaciens, 

- le promoteur actine du riz suivi de I'intron actine de riz (PAR-IAR) contenu 
dans le plasmide pAct 1 -F4 decrit par McElroy et al ( 1 99 1 ), 

- le promoteur HMGW (High Molecular Weight Glutenine) d'orge 
(Anderson O.D, et at, 1989), 

- le promoteur du gene de yzeine de mais (Pyzeine) contenu dans le plasmide 
py63 decrit dans Reina et ai (1990), et permettant l'expression dans I'albumen des 
semences de mais. 

A ce titre, l'invention a pour objet toute sequence nucleotidique 
recornbinante telle que decrite ci-dessus, contenant en amont dudit ADNc ou de sa 
sequence derivee, le promoteur constitutif double 3SS (Pd35S) du CaMV, ou le 
promoteur PCRU du gene de la cruciferine de radis, ou les promoteurs PGEA1 ou 
PGEA6 #Arabidopsis thatiai.a, ou le super-promoteur PSP d'Agrobacterium 
tumefaciem % ou le promoteur PAR-IAR du riz, le promoteur HMGW d'orge ou le 
promoteur pyzeine du mais. 

Les sequences codant pour un peptide d'adressage utilisees dans le cadre de 
la presente invention, peuvent etre d'origine vegetale, humaine ou animate. 

Parmi les sequences codant pour un peptide d'adressage d'origine vegetale, 
on peut citer: 

- la sequence nucleotidique de 69 nucleotides (indiquee dans les exemples qui 
suivent) codant pour le propeptide (peptide signal) de 23 acides amines de la 
sporamine A chez la patate douce, ce peptide signal permettant 1'entree des 
polypeptides recombinants de l'invention dans le systeme de secretion des cellules 
vegetales transformees selon l'invention (a savoir principalement dans le reticulum 
endoplasmique), 

- la sequence nucleotidique de 42 nucleotides (indiquee dans les exemples qui 
suivent) codant pour le propeptide N-terminal d'adressage vacuolaire de 14 acides 
amines de la sporamine A chez la patate douce, permettant I'accumulation des 
polypeptides recombinants de l'invention dans les vacuoles des cellules vegetales 
transformees selon l'invention, 

- la sequence nucleotidique de 1 I I nucleotide" (indiquee dans les exemples 
qui suivent) codant pour le prepropeptide de 37 acides amines de la sporamine A 
constitue depuis 1'extremite N-terminale vers Textremiie C-terminale des 23 acides 
amines du peptide signal susmentionne suivis par les 14 acides amines du 
propeptide susmentionne, ce prepropeptide permettant 1'entree de polypeptides 
recombinants de 1'invention dans le systeme de secretion et leur accumulation dans 
les vacuoles des cellules vegetales transformees selon invention. 



WO 98/17807 Jty PCTYFR97/01862 

les trois sequences susmentionnees etant decrites dans les articles de Murakami et 
al, 1986, et Matsuoka et al, 1991, 

- le propeptide carboxyterminal de la lectine d'orge decrit notamment dans 
les articles de Schroeder et a/. y 1993, et de Bednarek et al, 199) 
5 - et le PRS (Pathogenesis Related Protein, Cornelissen et al. 1986) 

permettant la secretion. 

Parmi les sequences codant pour un peptide d'adressage d'origine humaine ou 
animate, on peut citer celle codant pour le peptide signal de ia lipase pancreatique 
humaine (LPH) tel que decrit dans Lowe M.E. et al. 1989, ou pour celui de la 

10 lipase gastrique de lapin (LGL) tel que decrit dans la demande de brevet europeen 

EP 542629, dont la sequence est indiquee dans les exemples qui suivent, ou pour 
celui de la lipase gastrique de chien (LGC). 

On peut egalement citer, parmi les sequences codant pour un peptide 
d'adressage, celle codant pour les peptides KDEL, SEKDEL et HDEL et 

i5 permettant un adressage dans le reticulum endoplasmique. 

A ce titre, 1'invention a pour objet toute sequence nucleotidique 
recombinante telle que decrite ci-dessus, contenant une sequence codant pour tout 
ou partie d'un peptide signal tel que celui de la sporamine A de la patate douce, ou 
celui de la LPH, ou de la LGL, ou de la LGC, cette sequence codant pour un 

20 peptide signal etant situee, dans ladite sequence nucleotidique recombinante, en 

amont dudit ADNc ou de sa sequence derivee et en aval du promoteur utilise, de 
telle sorte que le dernier acide amine C-terminal du peptide signal soit lie au 
premier acide amine N-terminal du polypeptide code par ledit ADNc ou sa 
sequence derivee, dans la proteine codee par ladite sequence nucleotidique 

25 recombinante. 

L'invention a egalement pour objet toute sequence nucleotidique 
recombinante telle que decrite ci-dessus, contenant une sequence codant pour tout 
ou partie d'un peptide d'adressage vacuolate, notamment celui de la sporamine A 
de la patate douce, cette sequence codant pour un peptide d'adressage vacuolaire 

30 etant situee, dans ladite sequence nucleotidique recombinante, entre la sequence 

codant pour un peptide signal et celle codant pour ledit ADNc ou sa sequence 
derivee, de telle sorte que le premier acide amine N-terminal du peptide 
d'adressage vacuolaire soit lie au dernier acide amine C-terminal du peptide signal, 
et que le dernier acide amine C-terminal dudit peptide d'adressage soit lie au 

35 premier acide amine N-terminal du polypeptide code par ledit ADNc ou sa 

sequence derivee, dans la proteine codee par ladite sequence nucleotidique 
recombinante. 
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L'invention a egalement pour objet loute sequence nucleotidique 
recombinante telle que decrite ci-dessus v contenant tine sequence codant pour tout 
ou partie d'un peptide d'adressage vacuoiaire, notamment celui de la lectine d'orge, 
cette sequence codant pour un peptide d'adressage vacuoiaire etant situee, dans 

5 ladite sequence nucleotidique recombinante, en aval de la sequence codant pour 

ledit ADNc ou sa sequence derivee, de telle sorte que le premier acide amine N- 
terminal du peptide d'adressage vacuoiaire soit lie au dernier acide amine C- 
terminal du polypeptide code par ledit ADNc ou sa sequence derivee, dans la 
proteine codee par ladite sequence nucleotidique recombinante 

10 L'invention a plus particuiierement pour objet les sequences nucleotidiques 

recombinantes suivantes: 

- celle (designee Pd35S-PS-LPH) contenant dans le sens 5' -» 3* le 
promoteur Pd35S du CaMV, la sequence codant pour le peptide signal de la 
sporamine A, cette derniere etant immediatement suivie par la sequence 

15 nucleotidique codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S du 

CaMV, 

- celle (designee Pd35S~PPS- LPH) contenant dans le sens 5' — > 3* le 
promoteur Pd35S du CaMV, la sequence codant pour le prepropeptide de la 
sporamine A, cette derniere etant immediatement suivie par la sequence 

20 nucleotidique codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S du 

CaMV, 

- celle (designee Pd35S-PSLPH~ LPH) contenant dans le sens 5' — > 3' le 
promoteur Pd35S du CaMV, la sequence codant pour le peptide signal de la LPH 
(ou PSLPH) (a savoir pour une sequence constitute des 16 acides amines decrits 

25 dans Lowe M.E. et al. 1989), cette derniere etant immediatement suivie par la 

sequence nucleotidique codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S 
du CaMV, 

- celle (designee Pd35S-rSLGL- LPH) contenant dans le sens 5' — > 3' le 
promoteur Pd35S du CaMV, la sequence codant pour le peptide signal de ia lipase 

30 gastrique de lapin (ou PSLGL), cette derniere etant immediatement suivie par la 

sequence nucleotidique codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S 
du CaMV, 

- celle (designee Pd35S-PRS- LPH) contenant dans le sens 5* —> 3' le 
promoteur Pd35S du CaMV, la sequence codant pour le peptide signal de la 

35 Pathogenesis Related Protein, cette derniere etant immediatement suivie par la 

sequence nucleotidique codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S 
du CaMV, 
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- celle (designee PCRU-PS- LPH) contenant dans ie sens 5' — > 3' le 
promoteur PCRU de ia cruciferine, la sequence codant pour ie peptide signal de la 
sporamine A, cette derniere etant immediatement suivie par la sequence 
nucleotidique codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S du 

5 CaMV, 

- celle (designee PCRU-PPS- LPH) contenant dans le sens 5' -> 3' le 
promoteur PCRU de la cruciferine, la sequence codant pour le prepropeptide de la 
sporamine A, cette derniere etant immediatement suivie par la sequence 
nucleotidique codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S du 

10 CaMV, 

- celle (designee PCRU- PSLPH - LPH) contenant dans le sens 5' -» 3' le 
promoteur PCRU de la cruciferine, la sequence codant le peptide signal de la LPH 
(telle que decrit ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par 1'ADNc 
codant pour la LPH mature puis ie terminateur polyA 35S du CaMV, 

15 - celle (designee PCRU- PSLGL - LPH) contenant dans le sens 5* 3' Ie 

promoteur PCRU de ia cruciferine, la sequence codant le peptide signal de la LGL 
(telle que decrit ci~dessus), cette derniere etant immediatement suivie par TADNc 
codant pour la LPH mature puis le terminateur polyA 35S du CaMV, 

- celle (designee PCRU- PRS- LPH) contenant dans le sens 5' 3* ie 
20 promoteur PCRU de la cruciferine. la sequence codant le peptide signal de 

Pathogenesis Related Protein, cette derniere etant immediatement suivie par 
TADNc codant pour la LPH mature puis le terminateur polyA 35S du CaMV, 

- celle (designee PGEAl- PSLPH - LPH) contenant dans le sens 5* -» 3' le 
promoteur PGEA1 d'Arabidopsis /ha/tana, la sequence codant le peptide signal de 

25 la LPH (telle que decrit ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par 

l'ADNc codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S du CaMV, 

- celle (designee PGEA1- PSLGL - LPH) contenant dans le sens 5' -> 3* le 
promoteur PGEA1 d'Arabidopsis lhaliana, la sequence codant le peptide signal de 
la LGL (telle que decrit ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par 

30 TADNc codant pour la LPH mature, puis le iem;!,. ... . , wiyA 35S du CaMV, 

- celle (designee PGEA6- PSLPH - LPH) contenant dans le sens 5' -» 3' le 
promoteur PGEA6 d'Arabidopsis /haliana, la sequence codant le peptide signal de 
la LPH, cette derniere etant immediatement suivie par codant pour la LPH mature 
ou son precurseur, puis le terminateur polyA 35S du CaMV, 

35 - celle (designee PGEA6- PSLGL - LPH) contenant dans le sens 5' — » 3* le 

promoteur PGEA1 d'Arabidopsis /ha liana, la sequence codant le peptide signal de 
la LGL (telle que decrit ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par 
TADNc codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S du CaMV, 
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- celle (designee PAR-IAR- PSLPH - LPH) contenant dans le sens 5' — > 3 f le 
promoteur PAR-IAR du riz, la sequence codant pour le peptide signal de la LPH 
(telle que decrite ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par PADNc 
codant pour la LPH mature, puis ie terminateur polyA 35S du CaMV, ou le 
terminateur poly A NOS dAgrobacferhttn titmefacicns, 

- celle (designee PAR-IAR- PSLGL - LPH) contenant dans le sens 5' — > 3' le 
promoteur PAR-IAR du riz, la sequence codant pour le peptide signal de la LGL 
(telle que decrite ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par l'ADNc 
codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S du CaMV, ou le 
terminateur polyA NOS dAgrobacieritmi titmefacicns, 

- celle (designee Pyzeine- PSLPH - LPH) contenant dans le sens 5* — > 3* le 
promoteur pyzeine du mat's, la sequence codant pour le peptide signal de la LPH 
(telle que decrit ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par l'ADNc 
codant pour la LPH mature, ou son precurseur, puis le terminateur polyA 35S du 
CaMV, 

- celle (designee Pyzeine- PSLGL - LPH) contenant dans le sens 5* — > 3* le 
promoteur pyzeine du mat's, la sequence codant pour le peptide signal de la LGL 
(telle que decrite ci-dessus), cette derniere etant immedntement suivie par l'ADNc 
codant pour la LPH mature, ou son precurseur, puis le terminateur polyA 35S du 
CaMV, 

- celle (designee Pyzeine- PSLPH - LPH -KDEL) contenant dans le sens 5* 
— > 3' le promoteur pyzeine du mars, la sequence codant pour le peptide signal de la 
LPH (telle que decrit ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par 
l'ADNc codant pour la LPH mature puis la sequence codant pour le tetrapeptide 
KDEL, puis le terminateur polyA 35S du CaMV. 

Avantageusement, les sequences nucleotidiques recombinantes de l'invention 
contiennent egalement une sequence nucleotidique utilisable en tant que marqueur 
desdites sequences recombinantes, notamment pour differencier (et ainsi 
sclectionner) celles des cellules de plantes qui sont transformees par lesdites 
sequences recombinantes de celles qui ne le sont pas. 

De preference, une telle sequence nucleotidique utilisable en tant que 
marqueur desdites sequences recombinantes, est choisie parmi les genes de 
resistance aux antibiotiques, notamment le gene de resistance a la kanamycine. 

L'invention a egalement pour objet tout vecteur, notamment plasmidique, 
contenant une sequence nucleotidique recombinante selon l'invention, inseree en un 
site non essentiel pour sa replication 
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L'invention concerne egalement tout bote cellulaire, notamment toute 
bacterie telle que Agrobacterium tttmefacieits, trans forme par un vecteur te! que 
defini ci-dessus. 

L'invention concerne aussi un procede d'obtention de lipase pancreatique 
5 recombinante, ou d'une proteine ou un polypeptide derive, caracterise en ce qu'il 

comprend: 

- la transformation de cellules vegetates, notamment a l'aide d'un hote 
cellulaire selon l'invention, lui-meme transforme par un vecteur l'invention, de 
maniere a integrer dans le genome de ces cellules une sequence recombinante selon 

10 l'invention 

- le cas echeant, 1'obtention de plantes transformees a partir des cellules 
transformees susmentionnees, 

- la recuperation de la lipase pancreatique recombinante ou de la proteine ou 
polypeptide derive produit dans lesdites cellules ou plantes transformees 

i5 susmentionnees, notamment par extraction, suivie, le cas echeant, par une 

purification. 

Par exemple, la presente invention a pour objet tout procede d'obtention 
d'une lipase pancreatique humaine, recombinante sous forme d'enzyme active, 
et/ou d'un (ou plusieurs) polypeptide(s) deiive(s) de cette derniere, notamment par 
20 addition et/ou suppression et/ou substitution d'un (ou plusieurs) acide(s) amine(s), 

ce (ou ces) poiypeptide(s) derive(s) presentant une activite lipasique, caracterise en 
ce qu'il comprend: 

- la transformation de cellules vegetales, de maniere a integrer, dans le 
genome de ces cellules, une (ou plusieurs) sequence(s) nucleotidique(s) 

25 recombinante(s) selon invention, 

- le cas echeant, 1'obtention de plantes transformees a partir des cellules 
transformees susmentionnees, 

- la recuperation de la lipase pancreatique humaine recombinante et/ou du 
(ou des) polypeptide(s) derive(s) susmentionne(s) produit(s) dans lesdites cellules 

30 ou plantes transformees susmentionnees, notamment par extraction, suivie, le cas 

echeant, par une purification. 

Selon un mode de realisation du procede susmentionne de l'invention, la 
transformation de cellules vegetales pent etre realisee par transfert de la sequence 
nucleotidique recombinante de l'invention dans les protoplastes, notamment apres 
35 incubation de ces derniers dans une solution de polyethylene glycol (PEG) en 

presence de cations divalents (Ca~ + ). 

La transformation des cellules vegetales pent egalement etre realisee par 
electroporation 
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La transformation des cellules vegetales pent egaiement etre realisee par 
utilisation d'un canon a gene permettant la projection, a tres grande vitesse, de 
particules metalliques recouvertes de sequences nucleotidiques recombinantes 
selon l'invention, delivrant ainsi des genes a 1'interieur du noyau cellulaire. 

Une autre methode de transformation des cellules vegetales, est celle de la 
micro-injection cytoplasmique ou nucleaire. 

Selon un mode de realisation particulierement prefere du procede 
susmentionne de l'invention, les cellules vegetales sont transformees par mise en 
presence de ces dernieres avec un bote cellulaire transforme par un vecteur selon 
('invention, tel que decrit ci-dessus, ledit hote cellulaire etant susceptible d'infecter 
lesdites cellules vegetales en permettant Integration dans le genome de ces 
dernieres, des sequences nucleotidiques recombinantes de invention initiaiement 
contenues dans le genome du vecteur susmentionne 

Avantageusement, I'hote cellulaire susmentionne utilise est Agrohacterhtm 
tumefaciem, notamment selon les methodes decrites dans les articles de Bevan, 
1984 et d'An et a/. t 1986, ou encore A^robacteriit/n rhizogenes\ notamment selon 
la methode decrite dans 1'article de Jouanin et <//., 1987. 

Parmi les cellules vegetales susceptibles d'etre transformees dans le cadre de 
la presente invention, on petit citer celles du colEa, tabac, mais> pois, tomate, 
carotte, ble, orge, pomme de terre, soja, tournesol, laitue, riz et luzerne. 

Selon un mode de realisation du procede susmentionne de 1'invention, les 
cellules vegetales transformees selon Tin vent ion, sont cultivees /// vitro, notamment 
en bioreacteurs, en milieu liquide, ou sous forme immobilisees, ou encore par 
culture de racines transformees /// vitro. 

Les milieux des cultures /// vitro susmentionnes sont ensuite recuperes pour 
en extraire, et le cas echeant purifier, notamment par chromatographic, la lipase 
pancreatique, notamment la LPH, recombinante et/ou les proteines ou 
polypeptide(s) derive(s) deftnis ci-dessus, produits par lesdites cellules 
transformees cultivees //; vitro. 

Selon un mode de realisation prefere du procede susmentionne d'obtention 
de la lipase pancreatique, notamment de la LPH, recombinante et/ou des proteines 
ou polypeptide(s) derive(s) selon Tinvention, la transformation de cellules vegetales 
est suivie par une etape d'obtention de plantes transformees par mise en culture 
desdites cellules transformees dans un milieu approprie. La lipase pancreatique, 
notamment la LPH, recombinante et/ou le (ou les) proteines ou polypeptide(s) 
derives), produit(s) dans les cellules des plantes entieres ainsi obtenues, sont 
recuperes par extraction realisee a partir des plantes entieres, ou de parties de ces 
plantes (notamment a partir des feuilles ou des tiges ou des fruits), ou encore a 
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partir de semences issues de ces plantes, cette extraction etant le cas echeant suivie 
par une etape de purification de la lipase pancreatique, notamment de la LPH, 
recombinante et/ou de la proteine ou du (ou des) polypeptide(s) derive(s). 

Les plantes transformees utiiisees pour la recuperation de la lipase 
pancreatique, notamment de la LPH, recombinante et/ou de la (ou des) proteine (s) 
ou polypeptide(s) derive(s) dans le cadre du procede susmentionne, sont celies de 
la generation TO, a savoir celles obtenues a partir de culture de cellules 
transformees de l'invention sur un milieu approprie, ou avantageusement celles des 
generations suivantes (Tl, T2 etc.) obtenues, par exemple par autofecondation des 
plantes de la generation precedente et dans lesquelles les sequences nucieotidiques 
recombinantes de I'invention se reproduisent selon les lois de Mendel. 

L'invention vise plus particulierement un procede d'obtention tel que decrit 
ci-dessus de la LPH recombinante, caracterise en ce qu'il comprend; 

- la transformation de cellules d'explants de feuilles d'une plante, par mise en 
presence de ces dernieres avec une souche cYA^robacfermm tumefaciem 
transformee par un plasmide tel que decrit ci-dessus contenant la sequence 
nucleotidique recombinante choisie dans la liste suivante : Pd35S-PS-LPH, Pd35S- 
PPS-LPH, Pd35S-PSLGL-LPH et Pd35S-PSLPH- LPH susmentionnee, sur un 
milieu de culture approprie, 

- selection des explains transformes sur un milieu contenant de la 
kanamycine, 

- obtention de plantes transformees a partir des explants transformes 
susmentionnes par culture de ces derniers sur des milieux appropries, 

- extraction de la LPH recombinante notamment par broyage des feuilles 
et/ou des graines et/ou des fruits des plantes transformees susmentionnees dans un 
tampon approprie, centrifugation et recuperation du surnageant constituant Textrait 
vegetal a activite enzymatique, 

- le cas echeant purification de la LPH recombinante a partir de I'extrait 
obtenu lors de Tetape precedente, notamment par chromatographic realisee a partir 
du surnageant, ce qui conduit a I'obtention de LPH recombinante sous forme 
essentiellement pure. 

Les cellules vegetales transformees dans les procedes decrits ci-dessus sont 
avantageusement choisies parmi celies de tabac, colza, mat's, pois, tomate, carotte, 
ble, orge, pomme de terre, soja, tournesol, laitue, riz et luzerne. 

L'invention vise plus particulierement un procede d'obtention de LPH 
recombinante. caracterise en ce qu'il comprend 

- la transformation de cellules de cals de mais, par bombardement de ces 
dernieres a Taide d'un canon a particuies, avec des plasmides contenant la sequence 
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nucleottdique recombinante PAR-I AR-PSLPH- LPH et/ou la sequence pyzeine- 
PSLGL- LPH et/ou la sequence Pyzeine- PSLPH -LPH-KDEL, 

- selection des cals transformes sur un milieu contenant un agent selectif tel 
que la kanamycine, 

5 - obtention de plantes de ma is transformees a partir des cals transformes 

susmentionnes par culture de ces derniers sur des milieux appropries, 

- extraction de la LPH recombinante;. notamment par broyage, dans un 
tampon approprie, des semences issues des plantes transformees susmentionnees, 
centrifugation et recuperation du surnageant const ituant Pextrait vegetal a activite 

10 enzymatique, 

- le cas echeant, purification de la LPH a partir de I'extrait obtenu lors de 
I'etape precedente, notamment par chromatographic reaiisee a partir du surnageant, 
ce qui conduit a l'obtention de la LPH. sous forme essentieiiement pure. 

L'invention a egalement pour objet toute cellule vegetale transformee 
15 genetiquement, contenant une (ou plusieurs) sequence(s) nucleotidique(s) 

recombinante(s) selon l'invention, integree(s) de facon stable dans leur genome. 

L'invention concerne egalement toute cellule vegetale transgenique telle que 
decrite ci-dessus, contenant une (ou plusieurs) proteine(s) ou polypeptide(s) 
recombinant(s) selon l'invention, tels que la LPH. ladite cellule vegetale etant 
20 encore designee cellule vegetale a activite enzymatique, et plus particulierement a 

activite lipasique telle que definie ci-apres. 

L'invention a egalement pour objet des semences transformees 
genetiquement contenant une (ou plusieurs) sequence(s) nucleotidique(s) 
recombinante(s) telle(s) que decrite(s) ci-dessus, selon l'invention, integree(s) de 
25 facon stable dans leur genome. 

L'invention concerne egalement les semences transgeniques decrites ci- 
dessus, et contenant une (ou plusieurs) proteine(s) ou polypeptide(s) 
recombinant (s) selon l'invention, tels que la LPH wcombmann*. lesdites semences 
etant encore designees semences a activite enzymatique, et plus particulierement a 
30 activite telL que definie ci-apres. 

Les semences transformees selon l'invention sont ceiles recoltees a partir de 
plantes transformees genetiquement selon l'invention, ces plantes transformees 
etant soit ceiles de la generation TO susmentionnee et obtenues par mise en culture 
de cellules transformees selon l'invention, soit cedes des generations suivantes (Tl, 
35 T2 etc..) obtenues par exemple par autofecondation ou par croisement des plantes 

des generations precedentes (comme indique ci-dessus). 

L'invention a egalement pour objet les plantes ou parties de plantes 
(notamment explants, tiges, feuilles, fruits, racines. semences, pollen, etc..) 
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transformers genetiquement, caracterise(e)s en ce qu'elles (ils) contiennent une 
(ou plusieurs) sequence(s) nucleotidique(s) recombinante(s) seion l'invention, 
integree(s) de facon stable dans leur genome 

L'invention concerne egalement les plantes ou parties de plantes 
5 transgeniques decrits ci-dessus, contenant une (ou plusieurs) proteine(s) ou 

polypeptide(s) recombinant(s) selon l'invention, tets que la LPH, Iesdit(e)s plantes 
ou parties de plantes etant encore designe(e)s plantes ou parties de plantes a 
activite enzymatique, et plus particulierement a activite lipasique telle que definie 
ci-apres. 

10 L'invention a plus particulierement pour objet, les plantes transformees 

susmentionnees, telies qu'obtenues par mise en culture de cellules ou de semences 
telles que decrites ci-dessus, selon rinvention. 

Les plantes, ou parties de plantes, transformees selon l'invention sont 
avantageusement choisis parmi le colza, le tabac, le mai's, le pois, la tomate, la 

15 carotte, le ble, 1'orge, la pomme de terre, le soja, le tournesol, le riz, la laitue, la 

luzerne et la betterave, ou les parties de ces plantes. 

La presente invention a pour objet tout extrait vegetal a activite enzymatique, 
et par exemple a activite lipasique definie ci-apres, tel qu'obtenu par mise en oeuvre 
de Tun des procedes decrits ci-dessus de ('invention, contenant de la lipase 

20 pancreatique recombinante et/ou de la colipase recombinante ou les proteines ou 

polypeptides derives. 

L'activite lipasique (ou lipolytique) des plantes ou parties de plantes, et des 
extraits vegetaux a activite enzymatique de l'invention, peut etre mesuree 
notamment selon la met hod e de Duan R. et al. 1991 utilisant un triglyceride a 

25 chaine courte (tel que la tributyrine) comme substrat ou par la methode de Egloff 

M.P. et al. 1995, L'activite enzymatique est rapportee en unites U, une unite U 
correspondant a la quantite d'enzyme necessaire pour liberer une umole d'acides 
gras libres par minute a 37°C dans les conditions optimales de pH. 

Les extraits vegetaux a activite enzymatique de l'invention sont 

30 avantageusement tels que le pourcentage en poids de polypeptides recombinants 

enzymatiquement actifs, represente environ 0,1% a 20%, notamment environ 1% a 
environ 15%, par rapport au poids total de proteines presentes dans ces extraits. 

L'invention a plus particulierement pour objet les extraits vegetaux a activite 
enzymatique suivants: 

35 - les extraits de feuilles et/ou de fruits et/ou de graines de plantes, tels 

qu'obtenus par transformation des cellules d'explants de ces plantes avec la 
sequence Pd3 5S-PSLPH- LPH, ou la sequence Pd3 5S-PS- LPH, ou la sequence 
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Pd35S-PPS- LPH, ou la sequence Pd35S-PSLGL- LPH, selon i'un des procedes 
decrits ci-dessus, et contenant la LPH recombinante 

- l'extrait de feuilles de tabac, tel qu'obtenu par transformation de cellules 
d'explants de feuilles de tabac avec la sequence Pd35S-PS- LPH, ou la sequence 
Pd35S-PPS- LPH, selon ie procede decrit ci-dessus, 

- l'extrait de feuilles de tabac, tel qu'obtenu par transformation de cellules 
d'explants de feuilles de tabac avec la sequence Pd35S-PSLGL- LPH ou la 
sequence Pd35S-PSLPH- LPH, seion le procede decrit ci-dessus, 

- l'extrait de graines de tabac, tel qu'obtenu par transformation de cellules 
d'explants de feuilles de tabac avec la sequence Pd35S-PS-LPH, ou la sequence 
Pd35S-PPS-LPH, selon le procede decrit ci-dessus, 

- les extraits de graines de plantes tels qu'obtenus par transformation de 
cellules d'explants de ces plantes avec la sequence PCRU-PS- LPH, ou la sequence 
PCRU-PPS-LPH, ou la sequence PGEA1-PSLGL- LPH, ou la sequence PGEA6- 
PSLPH - LPH, selon Tun des procedes decrits ci-dessus, et contenant la LPH 
recombinante: 

- l'extrait de graines de colza, tel qu'obtenu par transformation de cellules 
d'explants de feuilles de colza avec la sequence PCRU-PS-LPH, ou la sequence 
PCRU-PPS-LPH, ou la sequence PGEAI- PSLPH -LPH, ou ia sequence PGEA6- 
PSLPH -LPH, selon le procede decrit ci-dessus. 

- les extraits de semences de plantes tels qu'obtenus par transformation de 
cellules d'explants de ces plantes avec la sequence PAR-IAR- PSLPH -LPH et/ou 
la sequence Pyzeine- PSLPH -LPH et/ou ia sequence Pyzeine- PSLPH -LPH- 
KDEL, selon Tun des procedes decrits ci-dessus, et contenant la LPH 
recombinante 

- l'extrait de semences de mais, tel qu'obtenu par transformation de cellules 
de mais (notamment de cals de ma is) avec la sequence PAR-IAR- PSLPH -LPH 
et/ou la sequence Pyzeine-PSLGL-LPH et/ou la sequence Pyzeine- PSLPH -LPH- 
KDEL, selon le procede decrit ci-dessus 

La presente invention a pour objet une lipase pancreatique recombinante ou 
proteine ou polypeptide derive caracterise en ce qu'elle est obtenu selon le procede 
selon Tinvention. 

La presente invention a notamment pour objet toute lipase pancreatique 
recombinante enzymatiquement active, notamment la LPH, ou proteines ou 
polypeptides derives, notamment par addition et/ou suppression et/ou substitution 
d'un (ou plusieurs) acide(s) amine(s), ces polypeptides derives presentant une 
activite lipasique, tels qu'obtenus sous forme essentieiiement pure par mise en 
oeuvre d'un des procedes decrits ci-dessus de Tinvention, ces procedes comprenant 
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une etape de purification des polypeptides recombinants de 1'invention, notamment 
par chromatographic realisee a partir des extraits enzymatiques decrits ci-dessus. 

Par lipase pancreatique recombinante enzymatiquement active, ou 
polypeptides derives presentant une activite lipasique, seion invention, on entend 
tout polypeptide recombinant susceptible de presenter une activite lipasique de 
type pancreatique par exemple telle que mesuree selon la methode de Duan ou la 
methode de EglofT. 

L'invention concerne plus particulierement la LPH recombinante telle 
qu'obtenue par purification de 1'extrait enzymatique de feuilles ou de graines de 
tabac, ces feuilles ou graines provenant de plantes de tabac transformers, elles- 
memes obtenues a partir de cellules de tabac transformees avec la sequence Pd35S- 
PSLGL-LPH ou sequence Pd35S-PSLPH~LPH selon le procede decrit ci-dessus, 
ladite LPH recombinante presentant une activite lipasique telle que decrite ci- 
dessus. 

L'invention concerne les anticorps diriges centre les polypeptides 
recombinants de l'invention, et plus particulierement ceux diriges contre la LPH 
recombinante selon I'invention, 

De teis anticorps peuvent etre obtenus par immunisation d'un animal avec ces 
polypeptides suivie de la recuperation des anticorps formes. 

II va de sot que cette production n'est pas limitee aux anticorps polyclonaux. 

Elle s'applique encore a tout anticorps monoclonal produit par tout 
hybridome susceptible d'etre forme, par des met nodes classiques, a partir des 
cellules spleniques d'un animal, notamment de souris ou de rat, immunises contre 
Tun des polypeptides purifies de i'invention d'une part, et des cellules d'un myelome 
approprie d'autre part, et d'etre selectionne, par sa capacite a produire des 
anticorps monoclonaux reconnaissant le polypeptide susmentionne tnitialement mis 
en oeuvre pour I'immunisation des animaux. 

L'invention concerne egalement I'utilisation de plantes, parties de plantes, 
cellules de plantes, ou semences transformed selon l'invention, pour Tobtention 
d'une (ou plusieurs) proteines ou polypeptide(s) recornbinant(s) selon l'invention, 
tels que la LPH recombinante, ou ses polypeptides derives tels que definis ci- 
dessus, notamment par mise en oeuvre d'un des procedes susmentionnes de 
I'invention, lesdits polypeptides recombinants etant sous forme essentiellement pure 
ou contenus dans des extraits vegetaux a activite enzyriiatique tels que definis ci- 
dessus. 

L'invention concerne notamment : 

-Putilisation "de plantes, ou parties de plantes selon l'invention et/ou des 
extraits de plantes selon Pinvention, et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
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dissociation de ceux-ci selon Tinvention, pour Tobtention de medicaments 
destines au traitement de pathologies associees a un deficit de production de lipase 
dans Torganisme, telles que la mucoviscidose on dans le cadre du traitement de 
desordre alimentaire, telle que Tobesite, 
5 -l'utilisation de plantes, on panics de plantes seion Tinvention, et/ou des 

extraits de plantes selon Tinvention, et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
dissociation de ceux-ci selon Tinvention, pour I'obtention d'aliments destines a 
Valimentation humaine ou animate, notamment d'aliments fonctionnels plus 
particulierement destines a faciliter ('absorption des graisses animales ou vegetales 

10 ingerees par un individu sain ou atteint d'une ou plusieurs pathologies afFectant ou 

non le taux de production de lipase gastrique et/ou pancreatique, 

-et l'utilisation de plantes, ou panics de plantes selon Tinvention, et/ou des 
extraits de plantes selon T invention, et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
dissociation de ceux-ci selon Tinvention, pour la mise en oeuvre de reactions 

15 enzymatiques dans le domaine Industrie!, agro-alimentaire ou agro-industrielle, 

notamment dans Tindustrie des corps gras, de la lipochimie et Tindustrie laitiere. 

^invention concerne plus particulierement l'utilisation en tant qu'aliments des 
plantes, ou parties de plantes, notamment des feuilles, des fruits, des semences a 
activite enzymatique selon Tinvention 

20 A ce titre Tinvention a plus particulierement pour objet tout aliment 

fonctionnel constitue d'une plante a activite enzymatique telle que decrite ci-dessus, 
ou de parties de cette plante, notamment de feuilles ou fruits ou encore de 
semences issues de cette derniere, et susceptible(s) de presenter un caractere 
comestible chez THomme, ou Panimal. 

25 L'invention vise egalement tout aliment fonctionnel contenant une (ou 

plusieurs) plante(s) a activite enzymatique telle(s) que decrite(s) ci-dessus, et/ou 
des parties de cette (ces) plante(s), notamment des feuilles et/ou des semences 
et/ou des fruits de cette (ces) plante(s), et/ou un (ou plusieurs) extrait(s) vegetal 
(vegetaux) a activite enzymatique tel(s) que decrit(s) ci-dessus, et/ou une (ou 

30 plusieurs) proteines ou polypeptide(s) recombinant(s) de Tinvention, le cas echeant 

en association avec un (ou plusieurs) autre(s) compose(s) coinesiible(s). 

Par exemple, Tinvention a plus particulierement pour objet toute composition 
alimentaire susmentionnee contenant de la LPH recombinante obtenue selon 
Tinvention sous forme essentieliement pure ou partiellement pure ou sous forme de 

35 plantes et/ou d'extraits enzymatiques tels que decrits ci-dessus eventuellement 

associee a une ou plusieurs autres activites enzymatiques utiles pour la digestion, 
de preference une activite enzymatique de type amylase, protease (notamment 
trypsine et chymotrypsine et/ou elastase) 
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Avantageusement, les plantes ou parties de plantes, contenus dans la 
composition alimentaire susmentionnee, se presentent sous forme de broyats. 

Les aliments selon l'invention, encore designes aliments fonctionnels, ou les 
compositions alimentaires selon I'invention sont plus particulierement destines a 
faciliter l'absorption des graisses animales ou vegetales ingerees par un individu 
sain ou atteint d'une ou plusieurs pathologies afTectant ou non le taux de 
production de lipase gastrique et/ou pancreatique A ce titre, les aliments ou 
compositions alimentaires de I'invention, sont avantageusement utilises en tant que 
complements nutritionnels. 

L'invention a egalement pour objet l'utilisation de plantes, ou de parties de 
plantes, notamment de feuilles et/ou fruits et/ou semences, ou de cellules vegetales 
a activite enzymatique selon I'invention, ou d'extraits vegetaux a activite 
enzymatique tels que definis ci-dessus, ou encore de polypeptides recombinants 
selon I'invention, tels que la LPH recombinants ou ses polypeptides derives tels 
que definis ci-dessus, pour Pobtention de medicaments (ou compositions 
pharrnaceutiques) destines a faciliter l'absorption des graisses animales ou vegetales 
ingerees par un individu sain ou atteint d'une ou plusieurs pathologies afTectant ou 
non le taux de production de lipase gastrique et/ou pancreatique ou a corriger un 
desordre alimentaire, notamment Tobesite. 

Notamment, de telles compositions pharrnaceutiques sont avantageusement 
utilisees chez les individus subissant un traitement medical alterant le mecanisme 
d'absorption des graisses, ou encore chez les personnes agees. 

Les compositions pharrnaceutiques selon I'invention sont aussi plus 
particulierement destinees au traitement des pathologies liees a 1'insufFisance de 
lipases (notamment de lipase(s) gastrique et/ou pancreatique) dans Torganisme, et 
plus particulierement de pathologies telles que la mucoviscidose, l'insuffisance 
pancreatique exocrine, et Tobesi- " 

L'invention a plus particulierement pour objet toute composition 
pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend des plantes, on parties de 
plantes selon Tinvention, et/ou des extraits de plantes selon ['invention, et/ou de 
proteines ou de polypeptides ou dissociation de ceux-ci selon l'invention, le cas 
echeant en association avec un ou plusieurs vehicules ou excipients 
pharmaceutiquement acceptabies. 

L'invention a plus particulierement pour objet toute composition 
pharmaceutique susmentionnee contenant de la LPH recombinante sous forme 
essentiellement pure ou sous forme d'extraits enzymatiques tels que decrits ci- 
dessus. 
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Par exemple, I'invention a plus particulierement pour objet toute composition 
pharmaceutique susmentionnee contenant de la LPH recombinante sous forme 
essentiellement pure ou partiellement pure ou sous forme d'extraits enzymatiques 
teis que decrits ci-dessus associee a une ou plusieurs autres activites enzymatiques 
5 utiles pour la digestion, de preference une activite enzymatique de type amylase, 

protease (notamment trypsine et chymotrypsine et/ou elastase). 

Les compositions pharmaceutiques selon I'invention sont de preference 
administrables par voie orale, et se presentent notamment sous forme de gelules, de 
comprimes ou de poudres a diluer. 

10 La posoiogie journaliere chez 1'homme est avantageusement d'environ 200 

mg a environ 1000 mg, repartis de preference au moment des repas principaux, 
lorsque lesdites compositions pharmaceutiques contiennent des extraits 
enzymatiques tels que decrits ci-dessus, et d'environ 100 mg a environ 500 mg, 
lorsque lesdites compositions pharmaceutiques contiennent des polypeptides 

i5 recombinants selon I'invention sous forme essentiellement pure. 

L'invention a egalement pour objet I'utilisation de piantes, ou de parties de 
piantes, notamment de feuilles et/ou fruits et/ou semences, ou de cellules vegetales 
a activite enzymatique selon I'invention, ou d'extraits vegetaux a activite 
enzymatique tels que definis ci-dessus, ou encore de polypeptides recombinants 

20 selon I'invention, tels que la LPH recombinante. ou ses polypeptides derives tels 

que definis ci-dessus, pour la mise en oeuvre de reactions enzymatiques dans le 
domaine industriel, agro-alimentaire ou agro-industriel, notamment dans Industrie 
des corps gras, de la lipochimie et I'industrie laitiere. 

A ce titre v I'invention concerne tout procede, notamment de bioconversion 

25 enzymatique, ou de biocatalyse, par mise en oeuvre d'une ou plusieurs reactions 

enzymatiques dans le domaine industriel, agro-alimentaire ou agro-industriel, 
notamment dans I'industrie des corps gras, de la lipochimie et I'industrie laitiere, ces 
reactions enzymatiques etant efTectuees au moyen de piantes, ou de parties de 
piantes, notamment de feuilles et/ou fruits et/ou semences, ou de cellules vegetales 

30 a activite enzymatique selon - I'invention, ou d'extraits vegetaux a activite 

enzymatique tels que definis ci-dessus, ou encore de polypeptides recombinants 
selon I'invention, tels que la LPH recombinante, ou ses polypeptides derives tels 
que definis ci-dessus, 

L'invention a plus particulierement pour objet des preparations enzymatiques 

35 a destination industrielle, agro-alimentaire ou agro-industrielle, susceptibles d'etre 

utilisees dans le cadre de la mise en oeuvre d'un procede tel que decrit ci-dessus, et 
comprenant des piantes, on panics de piantes selon V invention, et/ou des extraits 
de piantes selon Tinvention, et/ou de proteines ou de polypeptides ou d'association 
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de ceux-ci selon 1'invention le cas echeant en association avec un (ou plusieurs) 
additif(s) ou autre(s) enzyme(s) susceptible(s) d'etre utilise(s) dans le cadre de 
l'application industrielle susmentionnee. 

L'invention concerne plus particulierement ('utilisation de plantes, ou de 
parties de plantes, notamment de feuilles et/ou fruits et/ou semences, ou de cellules 
vegetales a activite enzymatique selon l'invention, pour la mise en oeuvre, a 
l'echelle industrielle, de reactions de bioconversions enzymatiques, ou de 
biocatalyses, telles que hydrolyses, ou trans-esterifications enzymatiques. 

Avantageusement, les plantes a activite enzymatique, ou parties de ces 
plantes, notamment ies feuilles et/ou fruits et/ou semences, ou de cellules 
vegetales, selon l'invention, sont utilisees a la fois en tant que source enzymatique 
et substrat reactionnel. 

L'invention a egalement pour objet tout precede de biocatalyse utilisant des 
plantes, ou parties de plantes, notamment des feuilles et/ou fruits et/ou sentences, 
ou de ce littles vegetales a activite enzymatique seion l'invention, et plus 
particulierement des plantes contenant la LPH, lesdites plantes, ou parties de 
plantes, etant utilisees a la fois en tant que source enzymatique et substrat 
reactionnel. 

L'invention concerne plus particulierement 1'utilisation des plantes a activite 
enzymatique, ou de parties de ces plantes, selon l'invention, pour Pobtention de 
biocarburants. 

A ce titre, la presente invention a pour objet tout procede d'obtention de 
biocarburant par addition d'alcool, notamment de methanol ou d'ethanol, a un 
broyat de tout ou partie de plantes transformees selon l'invention, avantageusement 
a un broyat de graines de colza, de tournesol ou de soja, transformees selon 
l'invention, et recuperation de biocarburant, notamment par filtration. 

L'invention concerne egalement les esters d'acides gras vegetaux tels 
qu'obtenus par mise en oeuvre du procede susmentionne, notamment le methyl 
ester d'acide oleique. 

L'invention a egalement pour objet tout biocarburant tel qu'obtenu par mise 
en oeuvre d'un procede tel que decrit ci-desstis, et plus particulierement tout 
biocarburant susmentionne comprenam des esters d'acides gras vegetaux. 

L'invention vise plus particulierement tout biocarburant tel qu'obtenu par 
mise en oeuvre du procede susmentionne a partir de graines de colza, et 
comprenant un methyiester d'acide oleique. 

L'invention vise egalement ('utilisation des anticorps susmentionnes diriges 
contre les polypeptides recombinants de l'invention, pour la mise en oeuvre d'une 
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methode de detection ou de dosage de la LPH dans un echantilion biologique 
susceptible de la contenir. 

L'invention concerne plus particulierement rutilisation de ces anticorps pour 
la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic /'// vitro de pathologies liees a la 
5 surproduction, ou a t'inverse, a I'insufTisance, voire i'absence de production de 

lipase dans I'organisme. 

Cette methode de diagnostic /// vitro, reaiisee a partir d'un echantilion 
biologique preleve chez un patient, comprend une etape de mise en presence de cet 
echantilion avec un ou plusieurs anticorps seton Tin vent ion, suivie d'une etape de 
10 detection des eventuels complexes anticorps-LPH formes lors de Tetape 

precedente. 

A ce titre l'invention concerne egalement un kit pour la mise en oeuvre d'une 
methode de detection ou de diagnostic in vitro sttsmentionnee, comprenant: 

- des anticorps tels que deceits ci-dessus, avantageusement marques de 
15 maniere radioactive ou enzymatique, ainsi que ies reactifs pour la constitution d'un 

milieu propice a la realisation de la reaction immunologique entre ces anticorps et 
la LPH, 

- Ies reactifs permettant la detection des complexes immunologiques formes 
entre ces anticorps et la LPH. 

20 L'invention concerne egalement Fassociation de Factivite lipasique de type 

pancreatique obtenue selon l'invention avec une activite de type colipase et 
Putilisation du produit de cette association notamment dans le cadre du traitement 
de pathologies associees a un deficit de production de lipase dans I'organisme, 
teiles que la mucoviscidose ou dans le cadre du traitement de desordre alimentaire, 

25 telle que Fobesite. 

L'activite de type colipase peut provenir d'extraits de plantes exprimant une 
colipase recombinante (par exemple la colipase humaine) ou un derive de cette 
colipase, un derive etant toute proteine ou polypeptide derive de la colipase 
susmentionnee par addition et/ou suppression et/ou substitution d'un (ou plusieurs) 

30 acide(s) amine(s), cette proteine ou ce polypeptide derive possedant une activite de 

type colipase. Plus particulierement, Factivite de type colipase peut provenir d*une 
colipase ou d'un derive de celle-ci purifie ou partiellement purifie a partir de 
plantes ou d*extraits de plantes exprimant une colipase recombinante (par exemple 
la colipase pancreatique humaine) ou un derive de cette colipase. L'activite de type 

35 colipase , par exemple la colipase humaine peut done etre produite a partir d'une 

plante transgenique selon les methodes decrites ci-dessus pour la production de la 
lipase pancreatique. La colipase peut notamment etre co-exprimee dans la meme 
plante transgenique que la lipase pancreatique. Elle peut egalement etre exprimee 
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dans une plante differente et associee ensuite. L\ictivtte de type colipase peut 
egalernent provenir d'extraits d'origine animale 

L'invention concerne done egalernent, le cas echeant de facon analogue a ce 
qui est decrit pour Tactivite lipase pancreatique selon Tinvention : 

Putilisation d'une sequence nucleotidique recombinante contenant, d'une part, 
un ADNc codant pour une colipase de mammiferes ou pour une proteine ou un 
polypeptide derive, ei d'autre pail, les elements permettant a une cellule vegetale 
de produire la colipase, ou la proteine ou le polypeptide derive, code par iedit 
ADNc, notamment un promoteur et un terminateur de transcription reconnus par la 
machinerie transcriptionnelle des cellules vegetales, pour la transformation de 
cellules de plantes en vue de 1'obtention, a partir de ces cellules, ou de plantes 
obtenues a partir de ces dernieres, d'une colipase recombinante de mammiferes, ou 
d'une proteine ou polypeptide derive, 

Putilisation des sequences pour la co-transformation de cellules de plantes en 
vue de 1'obtention, a partir de ces cellules, ou de plantes obtenues a partir de ces 
dernieres, d'une lipase pancreatique et d'une co-lipase recombinantes de 
mammiferes, ou de leur derives, 

- la sequence nucleotidique recombinante, caracterisee en ce qu'elle contient 
d'une part la sequence codante pour une colipase ou une proteine ou polypeptide 
derive et d'autre part, les elements permettant a une cellule vegetale de produire 
une colipase pancreatique ou une proteine ou polypeptide derive code par ladite 
sequence, notamment un promoteur et un terminateur de transcription reconnus 
par la machinerie transcriptionnelle des cellules vegetates, 

- la sequence nucleotidique recombinante, caracterisee en ce qu'elle contient 
d'une part les sequences codantes pour une lipase pancreatique et une colipase ou 
les proteines ou polypeptides derives et d'autre part, les elements permettant a une 
cellule vegetale de produire une lipase pancreatique et une colipase ou les proteines 
ou polypeptides derives codes par ladite sequence, notamment un promoteur et un 
terminateur de transcription reconnus par la machinerie transcriptionnelle des 
cellules vegetales. 

-un vecteur, notamment plasmide, contenant une sequence nucleotidique telle 
que definie ci-dessus, inseree en un site non essentiel pour sa replication. 

-un hote cellulaire, notamment toute bacterie telle que Agrobacterium 
tumefaciens, transforme par un vecteur tei que defini ci-dessus, 

-un procede d'obtention de colipase recombinante, ou d'une proteine ou un 
polypeptide derive, caractertse en ce qu'il comprend: 

- la transformation de cellules vegetales, notamment a I'aide d'un hote 
cellulaire selon lMnvention, lui-meme transforme par un vecteur selon Tinvention, 
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de maniere a integrer dans le genome de ces cellules tine sequence recombinante 
selon Tinvention 

- le cas echeant, I'obtention de piantes transformers a partir des cellules 
transformees susmentionnees, 

5 - la recuperation de la colipase recombinante ou de la proteine ou 

polypeptide derive produit dans iesdites cellules ou piantes transformees 
susmentionnees, notamment par extraction, suivie, le cas echeant, par une 
purification. 

-un procede de co-obtention de lipase pancreatique et de colipase 
10 recombinantes, ou de proteine ou polypeptides derives, caracterise en ce qu'il 

comprend: 

- la transformation de cellules vegetaies, notamment a l'aide d'un bote 
cellulaire selon Tinvention, lui-meme transforme par un vecteur selon Tinvention, 
de maniere a integrer dans le genome de ces cellules une sequence recombinante 

15 selon Tinvention 

- le cas echeant, I'obtention de piantes transformees a partir des cellules 
transformees susmentionnees, 

- la recuperation de la lipase pancreatique et de la colipase recombinantes ou 
des proteines ou polypeptides derives produit dans Iesdites cellules ou piantes 

20 transformees susmentionnees, notamment par extraction, suivie, le cas echeant, par 

une purification. 

-les piantes, ou parties de piantes, no turn men! je utiles et-ou fruits et/ou 
sentences et/ou cellules de piantes, transformers genet iquement, caracterises en ce 
qu'elles contiennent une (ou plusieurs) sequence(s) nucleotidique(s) 
25 recombinante(s) selon Tinvention, integree(s) de facon stable dans leur genome ces 

piantes etant choisies notamment parmi le colza, le tabac, le mats, le pois, la 
tomate, la carotte, le ble, forge, I? ^nme de terre, le soja, le tournesol, la laitue, le 
riz; la luzerne, el fa helterave. 

-la colipase recombinante ou proteine ou polypeptide derive caracterise en ce 
30 qu'elle est obtenue selon Tinvention. 

-Tassociation de lipase pancreatique et de colipase recombinantes ou 
proteine ou polypeptide derives caracterise en ce qifelle est obtenu selon le 
procede de Tinvention, 

-Textrait vegetal a activite enzymatique tel qiT obtenu par mise en oeuvre 
35 d'un procede selon Tinvention, caracterise en ce qu'il contient de la lipase 

pancreatique recombinante et/ou de la colipase recombinante ou les proteines ou 
polypeptides derives, 
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- les compositions pharmaceutiques, caracterisee en ce qu'elles cornprennent 
une activite de type colipase pancreatique (par exemple la colipase pancreatique 
humaine), ou de ses derives, eventuellement associee a une activite de type lipase 
pancreatique (par exemple LPH), le cas echeant en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

- le procede, notamment de bioconversion enzymatique, ou de biocatalyse, 
par mise en oeuvre d'une ou plusieurs reactions enzymatiques dans le domaine 
industriel, agro-alimentaire ou agro-industriel, notamment dans 1'industrie des 
corps gras, de la lipochimie et l'industrie laitiere, ces reactions enzymatiques etant 
effectuees au moyen de plantes, ou parties de plantes, notamment feuilles et/ou 
fruits et/ou semences et/ou cellules de plantes, transformer genetiquement, selon 
Finvention, d'une activite de type colipase pancreatique (par exemple la colipase 
pancreatique humaine), ou des polypeptides derives eventuellement associee a une 
activite de type lipase pancreatique (par exemple LPH), 

- les preparations enzymatiques a destination industrieile, agro-aiimentaire ou 
agro-industrielle comprenant un (ou plusieurs) extrait(s) vegetal (vegetaux) a 
activite enzymatique selon F invention, et/ou une colipase pancreatique purifiee ou 
partiellement purifiee (par e, emple la colipase pancreatique humaine), ou des 
polypeptides derives eventuellement associee a une activite de type lipase 
pancreatique (par exemple LPH), 

- Futiiisation de plantes, ou parties de plantes, notamment feuilles et/ou fruits 
et/ou semences et/ou cellules de plantes, transformes genetiquement, selon 
Finvention et exprimant une activite de type colipase pancreatique (par exemple la 
colipase pancreatique humaine), ou des polypeptides derives eventuellement 
associee a une activite de type lipase pancreatique (par exemple LPH), pour la mise 
en oeuvre, a Techelle industrielle, de reactions de bioconversions enzymatiques, ou 
de biocatalyses, telles que hydrolyses, ou trans-esterifications enzymatiques, 

- le procede de biocatalyse utilisant des plantes, ou parties de planter 
notamment feuilles et/ou fruits et/ou semences pt'<-^ cellules de plantes, 
transformes genetiquement, selon Finvention, lesdites plantes ou fragments, ou 
cellules, ou semences, etant utilisees a la fois en tant que source d'une activite de 
type colipase pancreatique (par exemple ia colipase pancreatique humaine 
eventuellement associee a une activite de type lipase pancreatique (par exemple 
LPH) et substrat reactionnel. 

- Futilisation de plantes, ou parties de plantes, notamment feuilles et/ou fruits 
et/ou semences et/ou cellules de plantes, transformes genetiquement, selon 
Finvention et exprimant une activite de type colipase pancreatique (par exemple la 
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colipase pancreatique numaine eventueilement associee a une activite ae type lipase 
pancreatique (par exemple LPH), pour 1'obtention de biocarburants. 

- le procede d'obtention de biocarburant par addition d'alcooK notamment de 
methanol ou d'ethanol, a un broyat de tout ou panie de plantes, transformers 
genetiquement selon la V invention et/ou d'une activite de type colipase 
pancreatique (par exemple la colipase pancreatique humaine) eventueilement 
associee a une activite de type lipase pancreatique (par exemple LPH), et 
recuperation de biocarburant, notamment par filtration. 

EXEMPLES 

L CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT LA LIPASE 
PANCREATIQUE RECOMBINANTE HUMAINE (LPH) ET PERMETTANT 
UNE EXPRESSION DANS LES FEU1LLES ET GRAINES DE SOLANACEES. 

LI. CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT LA 
LPH RECOMB IN ANTE ET PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS LE 
TABAC 

L'expression dans les feuilles et les graines de tabac du gene codant pour la 
lipase pancreatique humaine (LPH) a necessite les sequences regulatrices suivantes: 

L le promoteur constitutif double 35S (Pd35S) du CaMV (virus de la 
mosatque du chou-fleur). 

II correspond a une duplication des sequences activant la transcription situees 
en amont de 1'element TATA du promoteur 35S nature! (Kay ci al y 1987); 

2. la sequence terminatrice de transcription, terminateur polyA 35S, qui 
correspond a la region 3' non codante de la sequence du virus a ADN bicatenaire 
circulaire de la mosaique du chou-fleur produisant le transcrit 35S . 

Les constructions des differents plasmides via Tutilisation de techniques 
d'ADN recombinant derivent de pBIOC4. Ce plasmtde binaire derive de pGA492 
(An et al, 1986) qui contient entre les bordures droite et gauche; issues du 
plasmide pTiT37 flAgrobaclerhtm rurncfac/en.s, sur son ADN de transfert, les 
sequences suivantes; 

le promoteur constitutif du gene NOS de la nopaline synthase, ia sequence 
codante du gene nptll codant pour la neomycine phosphotransferase II deletee de 
la region des 8 premiers codons dont le codon initiateur methionine ATG et 
fusionnee a la sequence des 14 premiers codons de ia sequence codante du gene 
nos, la sequence codante du gene nos depourvue de la region des 14 premiers 
codons, le terminateur nos, une region contenant des sites multiples de clonage 
(encore designee polylinker) (Hindlll-Xbal-Sacl-Hpal-Kpnl-Clal-Bglll) precedant 
le gene cat codant pour la chloramphenicol et les sequences terminatrices du gene 
6 du plasmide pTiA6 ftAgrohaderiwv tumefacicus (Liu et al, 1993). Pour 
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eliminer la quasi-totaiite de la sequence codante du gene cat, le plasmide pGA492 a 
ete doublement digere par SacI (site de restriction du polylinker) et par Seal (site 
de restriction present dans la sequence du gene cat) puis soumis a Taction de 
Penzyme T4 DNA polymerase (New England Bioiabs) selon les recommandations 
du fabricant. La ligation du plasmide modifie (20 ng) a ete realisee dans un milieu 
reactionnel de 10 ul contenant 1 ul du tampon T4 DNA ligase x 10 (Amersham); 
2,5 U d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 14°C pendant 16 heures. Les 
bacteries Escherichia coli DH5a rendues prealablement competentes, ont ete 
transformees (Hanahan et a!., 1983). L'ADN plasmidique des clones obtenus, 
selectionnes sur 12 ug/ml tetracycline, a ete extrait selon la methode de la lyse 
alcaline et analyse par digestion enzymatique par des enzymes de restriction. Puis, 
le site de restriction Hindlll de TADN plasmidique du clone retenu a ete modifie en 
un site de restriction EcoRI a I'aide d'un adaptateur HindllLEcoRI phosphoryle 
(Stratagene Cloning Systems). Pour reaiiser cette modification, 500 ng d'ADN 
plasmidique du clone retenu ont ete digeres par Hindlll, dephosphoryles par 
l'enzyme phosphatase alcaline d'intestin de veau (Boehringer Mannheim) selon les 
recommandations du fabricant et coprecipites en presence de 1500 ng d'ADN 
adaptateur HindllLEcoRI, 1/10 volume d'acetate de sodium 3M pH 4,8 et 2,5 
volumes d'ethanol absolu a -S0°C pendant 30 min. Apres centrifugation a 12000 g 
pendant 30 min., I'ADN precipite a ete lave a l'ethanol 70%, seche, repris dans 8 \i\ 
d'eau, porte a 65°C pendant 10 min., puis ligue en presence de 1 pi de tampon T4 
DNA ligase x 10 (Amersham) et 2,5 U d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 
14°C pendant 16 heures. Apres inactivation de la T4 DNA ligase a 65°C pendant 
10 min., le melange reactionnel de ligation a ete digere par EcoRI, purifie par 
electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, precipite en presence de 1/10 de volume de 
3M acetate de sodium pH 4,8 et de 2,5 volumes d'ethanol absolu a -80°C pendant 
30 min., centrifuge a 12000 g pendant 30 min., lave a Tethanol 70%, seche, puis 
ligue comme decrit ci-dessus. Les bacteries Escherichia coli DH5a rendues 
prealablement competentes, ont ete transformees (Hanahan, 1983). L'ADN 
plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 12 [igfm\ tetracycline, a ete extrait 
selon la methode de la lyse alcaline et analyse, par digestion enzymatique par 
Hindlll et EcoRI notamment. Le plasmide binaire resultant, qui ne possede plus 
que les 9 derniers codons de la sequence codante du gene cat et dont le site EcoRI 
est unique, a ete appele pBIOC4. 

La cassette d'expression, constitute du promoteur Pd35S et du terminateur 
polyA 35S, a ete isolee a partir du plasmide p.MT163A. Le plasmide pJIT163A 
derive du plasmide pJIT163 qui derive lui-meme du plasmide pJIT60 (Guerineau et 
Muliineaux, 1993). Le plasmide pi IT 1 63 possede un codon ATG entre les sites 
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Hindlll et Sail du polylinker. Pour supprimer cet ATG et obtenir le plasmide 
pJIT163A, I'ADN plasmidique pJIT163 a ete digere doublement par Hindlll et 
Sail, purifie par electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, electroelue, precipite en 
presence de 1/10 de volume de 3M acetate de sodium pH 4,8 et de 2,5 volumes 
5 d'ethanol absolu a -80°C pendant 30 min., centrifuge a 12000 g pendant 30 min., 

lave a Tethanol 70%, seche, soumis a Taction de Tenzyme Klenow (New England 
Biolabs) selon les recommandations du fabricant, deproteinise par extraction avec 
1 volume de phenol: chloroforme: alcooi isoamylique (25:24:1) puis 1 volume de 
chloroforme: alcooi isoamylique (24:1), precipite en presence de 1/10 volume de 

10 3M acetate de sodium pH 4,8 et de 2,5 volumes d'ethanol absolu a -80°C pendant 

30 min., centrifuge a 12000 g pendant 30 min., lave a Tethanoi 70%, seche, et 
enfin, ligue en presence de 1 fji du tampon T4 DNA ligase x 10 (Amersham) et 2,5 
U d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 14°C pendant 16 heures. Les bacteries 
Escherichia coli DH5a rendues prealablement competentes, ont ete transformers 

15 (Hanahan, 1983). L*ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 50 

jig/ml ampicilline a ete extrait selon la methode de la lyse et analyse par digestion 
enzymatique par des enzymes de restriction. Pour isoler la cassette d'expression 
constitute du promoteur Pd35S et du terminateur polyA 35S (fragment Sacl- 
. Ihol), I'ADN plasmidique du clone pJ IT 163 A retenu a ete digere par SacI et Xhol. 

20 Le fragment Sacl-Xhol, portant la cassette d'expression a ete purifie par 

electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, electroelue , precipite en presence de 1/10 
de volume de 3M acetate de sodium pH 4,8 et de 2,5 volumes d'ethanol absolu a - 
80°C pendant 30 min., centrifuge a 12000 g pendant 30 min., lave a Pethanol 70%, 
seche, puis soumis a Taction de Tenzyme Munu Bean Nuclease (New England 

25 Biolabs) selon les recommandations du fabricant. Cet insert purifie (200 ng) a ete 

clone dans TADN plasmidique de pBIOC4 (20 ng) digere par EcoRI, traite par 
Tenzyme Mung Bean Nuclease et dephosphoryte par Tenzyme phosphatase alcaline 
d'intestin de veau (Boehringer Mannheim) selon les recommandations du fabricant. 
La reaction de ligation a ete effectuee dans 20 ul en presence de 2 uJ de tampon T4 

30 DNA ligase x 10 (Amersham), de 2 ul de 50% polyethylene giycol 8000 et de 5 U 

d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 14°C pendant 16 heures. Les bacteries 
Escherichia coli DH5a rendues prealablement competentes, ont ete transformees 
(Hanahan, 1983). L'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 12 
u.l/ml tetracycline, a ete extrait selon la methode de la lyse et analyse par digestion 

35 enzymatique par des enzymes de restriction. Le plasmide resultant a ete appeie 

pBIOC21. 
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La lipase pancreatique humaine (LPH) est natureilement synthetisee sous 
forme d'un precurseur de 465 acides amines. La proteine mature LPH est 
constitute de 449 acides amines. 

Ll.L CONSTRUCTION DU PLASMIDE BfNAIRE CONTENANT PS- 

5 LPH. 

Le plasmide contenant le cDNA complet codant pour la LPH a ete digere 
afin de supprimer la sequence codant le peptide signal de la LPH constitue de 16 
acides amines. Cette sequence a ete rempiacee par celie codant pour le peptide 
signal PS de la sporamine A de patate douce (Murakami et al., 1986; Matsukoa et 

10 Nakamura, 1991) de 23 acides amines (ATG AAA (ICC TIC ACA CTC GCT CTC 

TTC TTA GCT CTT TCC CTC TA T CTC CTG C(*C A A T CCA GCC CA T TCC) 
en suivant le protocole d'amplification PCR decrit ci-dessus dans le paragraphe I. 

Apres digestion enzymatique, les fragments d'ADN issus de ramplification 
PCR ont ete purifies par electrophorese sur gel d'agarose 2%, electroelues , 

15 precipites en presence de 1/10 de volume de 3M acetate de sodium pH 4,8 et de 

2,5 volumes d'ethanol absolu a -S0°C pendant 30 min., centrifuges a 12000 g 
pendant 30 min., laves a 1'ethanol 70%, seches % puis ligues a l'ADN plasmidique 
digere, purifie par electrophorese sur gel d'agarose 0,S%, electroelue (Sambrook et 
a!., 1989), soumis a la precipitation aicoolique, seche et dephosphoryle par 

20 l'enzyme phosphatase alcaline d'intestin cie veau (Boehringer Mannheim) selon les 

recommandations du fabricant. La ligation a ete realisee selon le procede decrit 
dans a 14°C pendant 16 heures. Les bacteries Escherichia coli DH5a rendues 
prealablement competentes, ont ete transformees (Hanahan, 1983). L*ADN 
plasmidique des clones obtenus, a ete extrait selon la methode de la lyse alcaline et 

25 analyse par digestion enzymatique par des enzymes de restriction. L*ADN 

plasmidique de certains clones retenus a ete veriftee par sequencage a Taide du kit 
de sequencage T7^^ commercialise par Pharmacia selon la methode des 
didesoxynucieotides. 

Les sequences du PS et de LPH mature ont ete donees en maintenant leurs 

30 phases de lecture ouverte. La sequence de clivage entre les sequences du PS et de 

LPH mature est Ser-Lys. A partir du plasmide resultant, le fragment portant la 
sequence de PS-LPH a ete isole par digestion enzymatique, purifie par 
electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, electroelue , precipke a alcool, seche. Puis, 
ce fragment d'ADN traite a ete ligue a l'ADN plasmidique -de pBIOC21 digere, 

35 traite et dephosphoryle par l'enzyme phosphatase alcaline d'intestin de veau 

(Boehringer Mannheim) selon les recommandations du fabricant. La ligation, la 
transformation des bacteries Escherichia coli DH5a rendues prealablement 
competentes, l'analyse de l'ADN plasmidique des clones obtenus et la sequence 
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nucleotidique du fragment codant pour la proteine recombinante PS-LPH ont ete 
realisees comme decrit precedemment. L'ADN plasmidique du vecteur binaire a ete 
introduit par transformation directe dans la souche LBA4404 d'Agiobacterhtm 
tumefaciens selon le procede de Holsters et a/. ( 1 97S) 

1.1.2. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE CONTENANT PPS- 

LPH. 

Le plasmide contenant le cDNA complet codant pour la LPH a ete digere 
afin de supprimer la sequence codant le peptide signal de la LPH constitue de 16 
acides amines. Cette sequence a ete remplacee par celie codant pour le peptide 
signal PPS de la sporamine A de patate douce (Murakami el a/., 1986; Matsukoa 
et Nakamura, 1991) de 37 acides amines (ATG AAA GCC TTC AC A CTC OCT 
CTC TTC TTA GCT CYT 7UC CTC TAT CTC CTG (XT A AT CCA GCC CAT 
TCCAGG TTCAATCCCA'rc:CC;CCTC(:CCA(TACA CACGAA CCCGCC) 
en suivant le protocole d'amplification PCR decrit ci-dessus dans le paragraphe L 

Les fragments d'ADN issus de ramplification PCR ont ete traites de facon 
similaire a celle decrite en 1. 1 . 1 . 

Les sequences du PPS et de LPH mature ont ete donees en maintenant leurs 
phases de lecture ouvertes. La sequence de ciivage entre les deux sequences est 
Ala-Lys. Le piasmide resultant est traite comme decrit en I.I.I. 

L*ADN plasmidique du vecteur binaire a ete introduit par transformation 
directe dans la souche LBA4404 A % Agrohocieriitm titmefaciens selon le procede de 
Holsters*?/ ai (1978). 

1.1,3. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE CONTENANT 
PSLGL-LPH. 

La lipase gastrique de lapin est synthetisee sous forme d'un precurseur 
compose d'un peptide signal de 22 acides amines, situe a Textremite NH2-terminale 

et precedant ia sequence polypeptidique de la lipase mature, le clone pJOlOl 
contenant i'ADNc complet codant pour la lipase gastrique de lapin est decrit dans 
la demande de brevet europeen EP542629 

Le plasmide contenant le cDNA complet codant pour la LPH a ete digere 
afin de supprimer la sequence codant pour le peptide signal de ia LPH constitue de 
16 acides amines. Cette sequence a ete remplacee par celle codant pour le peptide 
signal de la lipase gastrique de lapin constituee des 22 acides amines suivants; 
MW VLFM V AALLS ALGTT H G LFG (ATC TGG GTG (IT TTC ATG GTG GCA 
GCTTTG CTA TCT GCA C'iT GGA ACT ACA CAT GGT CTT TFT GGA) en 
suivant le protocole d'amplification PCR decrit ci-dessus dans le paragraphe I. 

Les fragments d'ADN issus de ramplification PCR ont ete traites de facon 
similaire a celle decrite en ILL 
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Les sequences du PSLGL et de la LPH mature ont ete donees en 
maintenant leurs phases de lecture ouvertes (c'est-a-dire, de telle sorte qu'elles 
constituent une phase ouverte de lecture unique) La sequence de clivage entre les 
sequences PSLGL et LPH mature est Gly-Lys. Le plasmide resultant est traite 
comme decrit en LA. a. 

L'ADN plasmidique du vecteur binaire a ete introduit par transformation 
directe dans la souche LBA4404 d'Agrobacfcrhtm nmwfaciens selon le procede de 
Holsters et al. (1978). 

I 1.4. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE CONTENANT 
PSLPH-LPH. 

Le plasmide contenant le cDNA complet codant pour la LPH (465 acides 
amines) comprend le peptide signal PSLPH de 16 acides amines (ATG CTG CCA 
CTT TGG ACT CTV TCA CTG CTG CTG GGA GCA GTA OCA GGA). 

Le fragment d'ADN portant ie cDNA complet codant pour la LPH a ete 
traite de facon similaire a celle decvite en 1.1.1. 

La sequence de clivage entre les deux sequences codant pour PSLPH et 
LPH est GLy-Lys. 

L'ADN plasmidique du vecteur binaire a ete introduit par transformation 
directe dans la souche LBA4404 d'Agrobacterhim tttmefaciens selon le procede de 
Holsters et al (1978). 

I. 2. CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT POUR 
LA LPH RECOMBINANTS ET PERM ETT ANT UNE EXPRESSION DANS 
LA TOMATE. 

Les constructions utilisees sont les memes que celies citees pour la 
transformation genetique du tabac. 

IL CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT POUR LA 
PROTEINE RECOMBINANTE DE COLIPASE PANCREATIQUE HUMAINE 
(COLPH) ET PERMETT ANT UNE EXPRESSION DANS LES FEUILLES ET 
GRAINES DE SOLANACEES 

II. 1. CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT POUR 
LA COLPH RECOMBINANTE ET PERMETT ANT UNE EXPRESSION DANS 
LE TAB AC 

L*expression dans les feuilles et les graines de tabac du gene codant pour la 
colipase pancreatique humaine (COLPH) a necessite les sequences regulatrices 
decrites dans le cas de la lipase pancreatique humaine en 1. 1 

Le plasmide binaire pBIOC21 decrit en 1. 1, est egalement utilise. 
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La colipase pancreatique humaine (COLPH) est naturellernent synthetisee 
sous forme d'un precurseur de ! 1 2 acides amines La proteine mature COLPH est 
constitute de 95 acides amines. 

II. 1.1. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE CONTENANT 
5 PSLGL-COLPH. 

La lipase gastrique de lapin est synthetisee sous forme d'un precurseur 
compose d'un peptide signal de 22 acides amines, situe a i'extremite NH2~terminale 

et precedant la sequence poiypeptidique de la lipase mature, le clone pJOlOl 
contenant FADNc complet codant pour la lipase gastrique de lapin est decrit dans 

10 la demande de brevet europeen EP542629 

Le plasmide contenant le cDNA complet codant pour la COLPH a ete 
digere afin de supprimer la sequence codant ie peptide signal de la COLPH 
constitue de 17 acides amines. Cette sequence a ete remplacee par celle codant 
pour le peptide signal de la lipase gastrique de lapin constitute des 22 acides 

15 amines suivants: MWVLFMVAALLSALGTTHGLFG (A 7(7 TOG GTG CTT TTC 

ATG GTG GCA OCT TTG CTA TCT GCA (ITCKiA ACT ACA CAT GGT CTT 
TTT GGA) en suivant le protocole d'amplification PCR decrit ci-dessus dans ie 
paragraphe I. 

Les fragments d'ADN issus de I'amplification PCR ont ete traites de facon 
20 similaire a celle decrite en 1. 1 . 1 . 

Les sequences du PSLGL et de la COLPH mature ont ete clonees en 
maintenant leurs phases de lecture ouvertes (c'est-a-dire, de telle sorte qu'elles 
constituent une phase ouverte de lecture unique). La sequence de clivage entre les 
sequences PSLGL et COLPH mature est Gly-Ala. Le plasmide resultant est traite 
25 comme decrit en L 1. 1 . 

L*ADN plasmidique du vecteur binaire a ete introduit par transformation 
directe dans la souche LBA4404 d'Ayrohacferiwv inmefacieiis selon le procede de 
Holsters et aL (1978). 

II. 1.2. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE CONTENANT 
30 PSCOLPH-COLPH. 

Le plasmide contenant le cDNA complet codant pour la COLPH (112 acides 
amines) comprend le peptide signal PSCOLPH de 17 acides amines (ATG GAG 
AAGATC CTG A TC CTC CTG (TTGTC(XV(1C TCT GTG GCC TAT GCA). 
Le fragment d'ADN ponant le cDNA complet codant pour la COLPH a ete 
35 traite de facon similaire a celle decrite en 1.1.1 

La sequence de clivage entre les deux sequences codant pour PSCOLPH et 
COLPH est Ala-Lys. 
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L f ADN plasmidique du vecteur binaire a ete introduit par transformation 
directe dans la souche LBA4404 & Agra bacterium tu me facie m selon le procede de 
Holsters et at. (1978). 

III. CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT LA 
5 LIPASE PANCREATIQUE RECOMBINANTE HUMAINE (LPH) ET 

PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS LES GRAINES DE COLZA. 

III. 1.1. CONSTRUCTION DU PLASM IDE BINAIRE CONTENANT 
LE PROMOTEUR PCRU. 

La production dans les graines de colza de la lipase pancreatique humaine 
10 (LPH) a necessite I'insertion de I'ADNc codant pour la LPH entre les sequences 

regulatrices suivantes: 

L le promoteur PCRU correspondant a la region 5* non codante du gene de 
la proteine de reserve de graines, la CRUCIFER1NE A de radis (Depigny-This et 
al y 1992) et permettant une expression specifique dans les graines; 
15 2. la sequence terminatrice de transcription, terminateur potyA 35S, qui 

correspond a la region 3' non codante de la sequence du vims a ADN bicatenaire 
circulaire de la mosai'que du chou-fleur produisant le transcnt 35S . 

Pour obtenir un plasmide binaire simiiaire a p^OC21 mais dont le 
promoteur Pd35S a ete remplace par le promoteur PCRU, le fragment "EcoRI 
20 traite a la Klenow-BamHI", contenant le promoteur PCRU a ete isole a partir du 

plasmide pBI221-CRURSP derivant de pBI22l (commercialise par Clontech) par 
remplacement du promoteur 35S par le promoteur PCRU. 

Le fragment "EcoRI traite a la Klenow-BamHI" portant le promoteur PCRU 
a ete purifie par electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, electroelue (Sambrook et 
25 a/., 1989), soumis a la precipitation alcoolique, seche et ligue a I'ADN plasmidique 

de pJIT163 (decrit dans le paragraphe 1.), digere par Kpnl, traite a la T4 DNA 
Polymerase (New England Bioiabs) selon les recommandations du fabricant, puis 
digere par BamHL purifie par electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, electroelue 
(Sambrook et a/., 1989), soumis a la precipitation alcoolique, seche et 
30 dephosphoryle par l'enzyme phosphatase aicaline d'intestin de veau (Boehringer 

Mannheim) selon les recommandations du fabricant La ligation a ete realisee avec 
20 ng du vecteur dephosphoryle decrit ci-dessus et 200 ng de fragments d'ADN 
"EcoRI traite a la Kienow-BamHr dans un milieu reactionnel de 20 pi en presence 
de 2 jil de tampon T4 DNA ligase x 10 (Amersham), de 2 pi de 50% polyethylene 
35 glycol 8000 et de 5 U d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 14°C pendant 16 

heures. Les bacteries Escherichia coli DH5a rendues prealablement competentes, 
ont ete transformees (Hanahan, 1983). L'ADN plasmidique des clones obtenus, 
selectionnes sur un milieu contenant f»0 ug/ml d'ampicilline, a ete extrait selon la 
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methode de la lyse et analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 
restriction. Le plasmide resultant a ete appele pBIOC27 

La cassette d'expression, constitute du promoteur PCRU et du terminateur 
polyA 35S a ete isolee a partir de pBIOC27 par digestion totale Xhol suivie d'une 
digestion partielle EcoRI. Elle a ete purifiee par electrophorese sur gel d'agarose 
0,8%, electroeluee, soumise a la precipitation alcoolique, sechee, . traitee a la 
Klenow (New England Biolabs) selon les recommandations du fabricant et liguee a 
l'ADN plasmidique de pBIOC4 au site EcoRI traite a la Klenow et dephosphoryle 
par l'enzyme phosphatase alcaline d'intestin de veau (Boehringer Mannheim) seion 
les recommandations du fabricant. La ligation a ete realisee avec 20 ng du vecteur 
dephosphoryle decrit ci-dessus et 200 ng de fragments d'ADN XhoI-EcoRI decrits 
ci-dessus dans un milieu reactionnel de 20 pi en presence de 2 pi de tampon T4 
DNA ligase x 10 (Amersham), de 2 pi de 50% polyethylene glycol 8000 et de 5 U 
d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 14°C pendant 16 heures. Les bacteries 
Escherichia coli DH5a rendues prealablement competentes, ont ete transformers 
(Hanahan, 1983). LADN plasmidique des clones obtenus, seiectionnes sur un 
milieu contenant 12 pg/ml de tetracycline, a ete eNtrait seion la methode de la lyse 
alcaline et analyse par digestion enzymatique par des enzymes de restriction 
appropries. Le plasmide resultant a ete appele pBIOC28. 

III. 1.2. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE CONTENANT 
PSLPH-LPH. 

Le fragment portant la sequence PSLPH-LPH a ete ligue a TADN 
plasmidique de pBIOC28 digere, traite et dephosphoryie par l'enzyme phosphatase 
alcaline d'intestin de veau (Boehringer Mannheim) selon les recommandations du 
fabricant. 

La ligation, la transformation des bacteries Escherichia coli DH5a rendues 
prealablement competentes, I'analyse de TADN plasmidique des clones obtenus et 
la sequence nucleotidique du fragment codant pour la proteine recombinante 
PSLPH-LPH ont ete realisees comme decrit precedemment. LADN plasmidique 
du vecteur binaire a ete introduit par transformation directe dans la souche 
LBA4404 d'Agrohacferimn tiimefacwns seion le procede de Holsters et al (1978). 

IV. CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT LA 
COLIPASE PANCREAT1QUE RECOMBINANTE HUMAINE (COLPH) ET 
PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS LES GRAINES DE COLZA. 

IV. 1.1. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE CONTENANT 
PSCOLPH-COLPH SOUS CONTROLE DU PROMOTEUR PCRU. 

Le fragment portant la sequence PSCOLPH-COLPH a ete ligue a TADN 
plasmidique de pB!OC28 digere, traite et dephosphoryle par l'enzyme phosphatase 
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alcaline d'intestin de veau (Boehringer Mannheim) selon les recommandations du 
fabricant. 

La ligation, la transformation des bacteries l-lscherichia coli DH5a rendues 
prealablement competentes, 1'analyse de l'ADN plasmidique des clones obtenus et 
la sequence nucieotidique du fragment codant pour la proteine recombinante 
PSCOLPH-COLPH ont ete realisees comme decrit precedemment. L*ADN 
plasmidique du vecteur binaire a ete introduit par transformation directe dans la 
souche LBA4404 &Agrohacierium iurnefaciens selon ie procede de Holsters et al. 
(1978). 

V. CONSTRUCTION DE GENES CH1MERIQUES CODANT LA 
LIPASE PANCREATIQUE RECOMBINANTE HUMAINE (LPH) ET 
PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS LES SEMENCES DE MAIS. 

V.l.L CONSTRUCTION DE PLASM1DES CONTENANT PSLPH- 
LPH ET PERMETTANT UNE EXPRESSION CONSTITUTIVE DANS LES 
SEMENCES DE MAIS. 

L'expression constitutive dans ies sentences de mais de la sequence 
nucieotidique animale codant pour la lipase pancreatique humaine (LPH) a 
necessite les sequences regulatrices suivantes : 

1 . un des deux promoteurs permettant tine expression constitutive : 

- promoteur actine de riz suivi de 1'intron actine de riz (PAR-IAR) contenu 
dans leplasmide pActl-F4 decrit par McElroy et at. (1991) ; 

- promoteur constitutif double 35S (Pd35S) du CaMV (virus de la mosaYque 
du chou-fleur). II correspond a une duplication des sequences activant la 
transcription situees en amont de 1'element TATA du promoteur 35S naturel (Kay 
et al., 1987); 

2. un des deux terminateurs : 

- la sequence terminatrice transcription, terminateur polyA 35S, qui 
correspond a la region en 3' non codante de la sequence du virus a ADN 
bicatenaire circulaire de la mosaique du chou-fleur procluisant le transcrit 35S; 

- la sequence terminatrice de transcription, terminateur polyA NOS, qui 
correspond a la region en 3 1 non codante du iiene de la nopaline synthase du 
plasmide Ti d'Agrobacterium In me facie us souche a nopaline , 

Le plasmide ou la sequence codant pour PSLPH-LPH est placee sous 
controle de PAR-IAR a ete obtenu par clonage du fragment portant la sequence 
codant pour PSLPH-LPH dans pBSII-PAR-lAR-TNOS. 

Le fragment portant la sequence codant pour PSLPH-LPH a ete isole par 
digestion enzymatique, purifte par eiectrophorese sur gel d'agarose 0,8%, 
electroelue T soumis a la precipitation alcoolique, seche, puis traite. Le plasmide 
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pBSII-PAR-IAR-tNOS a ete digere, purifie, traite et dephosphoryle par l'enzyme 
phosphatase alcaline de veau (Boehringer Mannheim) seion les recommandations 
des fabricants. La ligation, la transformation des bacteries Escherichia coli DH5a 
rendues prealablement competentes, 1'analyse de I'ADN ptasmidique des clones 
obtenus et la sequence nucleotidique du fragment codant pour la proteine 
recombinante PSLPH-LPH ont ete realisees comme decrit precedemment. 

Le plasrnide pBSII-PAR-IAR-TNOS resulte du clonage aux sites M Eco0109I 
traite a la Klenow et Kpnl" de pBSII-TNOS du fragment SnaBI-Kpnl portant la 
sequence correspondant a "PAR-IAR-debut de la sequence codante pour le gene 
gus" isole a partir du plasrnide pAct!-F4. La ligation, la transformation des 
bacteries Escherichia coli DH5a rendues prealablement competentes, l'anaiyse de 
I'ADN plasmidique des clones obtenus ont ete realisees comme decrit 
precedemment. 

Le plasrnide pBSII-TNOS a ete obtenu par clonage au site EcoRV 
dephosphoryle de pBSIISK+ commercialise par Siratagene, du fragment Sacl- 
EcoRI portant la sequence TNOS isole a partir de pBM21 commercialise par 
Clontech par double digestion cr-ymatique par Sacl et EcoRV, soumis a une 
purification par electrophorese s>/r gel d'agarose a 2%, et traite a l'enzyme T4 DNA 
polymerase. La ligation, la transformation des bacteries Escherichia coli DH5a 
rendues prealablement competentes, 1'analyse de I'ADN plasmidique des clones 
obtenus ont ete realisees comme decrit precedemment. 

Le plasrnide ou la sequence codant pour PSLPH-LPH est placee sous 
controle de Pd35S a ete obtenu par clonage aux sites "Kpnl et BamHI" du 
plasrnide pBSII-T35S du fragment portant la sequence correspondant a M Pd35S- 
PSLPH-LPH" isole. La ligation, la transformation des bacteries Escherichia coli 
DH5a rendues prealablement competentes, l'anaiyse de I'ADN plasmidique des 
clones obtenus ont ete realisees comme decrit precedemment. 

Le plasrnide pBSILT35S a ete obtenu par clonage au site Spel traite a la 
Xtenow, dephosphoryle du plasrnide pBSIISK+ commercialise par Stratagene, du 
fragment SmaT-EcoRV portant la sequence T35S isole a partir de pJIT163 (decrit 
ci-dessus) par double digestion enzymatique par Smal et EcoRV, soumis a une 
purification par electrophorese sur gel d'agarose a 2%. La ligation, la 
transformation des bacteries Escherichia coli DH5ct rendues prealablement 
competentes, 1'analyse de I'ADN plasmidique des clones obtenus ont ete realisees 
comme decrit precedemment. 

V.1.2. CONSTRUCTION DE PLASMIDES CONTENANT PSLPH- 
LPH ET PSLPH-LPH-KDEL RESPECTI VEMENT ET PERNfETTANT UNE 
EXPRESSION DANS L'ALBUMEN DES SEMENCES DE MAIS. 
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L'expression dans 1'albumen des semences de mais du gene codant pour la 
lipase pancreatique humaine (LPH) a necessite les sequences regulatrices suivantes 



1. ie promoteur du gene de zeine de mais (Pyzeine) contenu dans le plasmide 
p63 decrit dans Reina et al., 1990. Le plasmide p63 resulte du clonage de Pyzeine 
aux sites Hindlll et Xbal d'un plasmide pUC18 renfermant, entre ses sites Hindlll 
et EcoRI, la cassette d'expression "P35S-gus-TNOS" de pBI221 commercialise par 
Clontech. II permet une expression dans 1'albumen des semences de mais. 

2. la sequence termina trice de transcription, terminateur polyA NOS, qui 
correspond a la region en 3' non codante du gene de la nopaline synthase du 
plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens souche a nopaline . 

Le plasmide ou la sequence codant pour PSLPH-LPH est placee sous 
controle du Pyzeine, a ete obtenu par clonage dans le plasmide p63 du fragment 
portant la sequence codant pour PSLPH-LPH La ligation, la transformation des 
bacteries Escherichia co/i DH5a rendues preaiablemem competentes, l'analyse de 
I'ADN piasmidique des clones obtenus ont ete reaiisees comme decrit 
precedemrnent. 

Dans ce plasmide, la sequence codant pour le tetrapeptide KDEL a ete 
introduite en amont du codon STOP pour permeme un adressage dans le reticulum 
endoplasmique. 

VI. CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT LA 
COLIPASE PANCREATIQUE RECOMBINANTS HUMAINE (COLPH) ET 
PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS LES SEMENCES DE MATS. 

VI. 11 CONSTRUCTION DE PLASMIDES CONTENANT 
PSCOLPH-COLPH ET PERMETTANT UNE EXPRESSION CONSTITUTIVE 
DANS LES SEMENCES DE MAIS. 

L'expression constitutive dans les semences de mats de 1'ADNc codant 
pour la colipase pancreatique humaine (COLPH) a necessite les sequences 
-c^ulatrices decrites en V. 1 . 1 . 

Le plasmide ou la sequence codant pour PSCOLPH-COLPH est placee sous 
controle de PAR-IAR a ete obtenu par clonage du fragment portant la sequence 
codant pour PSCOLPH-COLPH dans pBSII-PAR-IAR-TNOS. 

Le fragment portant ia sequence codant pour PSCOLPH-COLPH a ete isole 
par digestion enzymatique, purifie par electrophorese sur gel d'agarose 2%, 
electroelue, soumis a la precipitation alcoolique, seche, puis traite. Le plasmide 
pBSII-PAR-IAR-TNOS a ete digere, purifie, traite et dephosphoryle par Tenzyme 
phosphatase alcaline de veau (Boehringer Mannheim) selon les recommandations 
des fabricants. La ligation, la transformation des bacteries Escherichia co/i DH5a 
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rendues preaiablement competentes, 1'analyse de I'ADN piasmidique des clones 
obtenus et la sequence nucleotidique du fragment codant pour la proteine 
recombinante PSCOLPH-COLPH ont ete realisees comme decrit precedemment. 
Le plasmide pBSII-PAR-IAR-TNOS utilise est decv'n en V. 1 1 . 

Le plasmide ou la sequence codant pour PSCOLPH-COLPH est placee sous 
controle de Pd35S a ete obtenu par clonage aux sites "KpnF et BamHI" du 
plasmide pBSII-T35S du fragment portant la sequence correspondant a H Pd35S- 
PSLPH-LPH" isole. La ligation, la transformation des bacteries Escherichia coli 
DH5a rendues preaiablement competentes, Tanaiyse de i'ADN piasmidique des 
clones obtenus ont ete realisees comme decrit precedemment. 

Le plasmide pBSII-T35S a ete decrit en V. I . I . 

VI. 1.2. CONSTRUCTION DE PLASMIDES CONTENANT 
PSCOLPH-COLPH ET PSCOL D H-COLPH-KDEL R E S P ECT I VEMENT ET 
PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS L' ALBUMEN DES SENTENCES 
DE MAIS. 

L'expression dans i'albumen des semences de mats de I'ADNc codant pour 
la colipase pancreatique humaine (COLPH) a necessite les sequences regulatrices 
decrites en V. 1.2. 

Le plasmide ou la sequence codant pour PSCOLPH-COLPH est placee sous 
controle du Pyzeine, a ete obtenu par clonage dans le plasmide p63 du fragment 
portant la sequence codant pour PSCOLPH-COLPH. La ligation, la transformation 
des bacteries Escherichia coli DHSa rendues preaiablement competentes, 1'analyse 
de I'ADN piasmidique des clones obtenus ont ete realisees comme decrit 
precedemment. 

Dans ce plasmide, la sequence codant pour le tetrapeptide KDEL a ete 
introduite en amont du codon STOP pour permettre un adressage dans le reticulum 
endoplasmique. 

VIL CONSTRUCTION D'UN PLASMIDE BINAIRE COEXPRIMANT 
LES GENES CH1MERIQUES CODANT LA LIPASE PANCREATIQUE 
HUMAINE (LPH) ET DE LA COLIPASE PANCREATIQUE HUMAINE 
(COLPH) RECOMBTN ANTES ET PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS 
LES FEUILLES ET GRATNES DE SOLANACEES. 

VII. I. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE DE 
COEXPRESSION pBIOC43. 

Le plasmide binaire de coexpression permet une expression de deux genes 
dans le meme vecteur binaire. 

Le plasmide binaire de coexpression derive de pBIOC21. II contient deux 
cassettes d'expression constituees chacune d'un promoteur Pd35S et d'un 
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terminateur polyA 35S mais qui different par le polylinker separant le promoteur 
du terminateur. L'une des cassettes d'expression est ceile de pBIOC21 deja decrite 
en I. L'autre cassette d'expression a ete obtenue en remplacant le polylinker 
Hindlll-BamHI-Smal-EcoRI de pJIT163D par un adaptateur Hindlll-EcoRI 
5 portant les sites de restriction Pad, AscI, Mlul et Hpal. Cet adaptateur a ete 

obtenu par renaturation des 2 oligodesoxynucleotides 5' AGC TGA TTA ATT 
AAG GCG CGC CAC GCG TTA AC 3' et 5' AAT TGT TAA CGC GTG GCG 
CGC CTT AAT TAA TC 3* qui sont compiementaires pour leurs 28 nucleotides 3' 
terminaux. Cent nmoles de chacim de ces deux oligodesoxynucleotides ont ete 

10 prealablement phosphoryles par action de 10U d'enzyme T4 polynucleotide kinase 

(New England Biolabs) dans un volume reactionnei total de 10 ^1 contenant 1 nl de 
tampon T4 polynucleotide kinase x 10 (New England Biolabs) et de 3 ^1 d'ATP 
(95mM). Les deux melanges reactionnels ont ete incubes a 37°C pendant 1 heure, 
puis a 65°C pendant 20 min. lis ont ete ensuite rassembles et leur volume a ete 

15 complete a 500 uL Apres extraction avec un volume de phenol:chloroforme:alcool 

isoamylique (25:24:1) et 1 volume de chloroforme:alcool isoamylique (24:1), 50 \x\ 
de 3M acetate de sodium pH6.0 ont ete ajoutes. Le melange reactionnei a ete 
incube a 80°C pendant 10 min;, puis refroidi lentement a temperature ambiante. 
L'ADN a ensuite ete precipite en presence de 2,5 volumes d'ethanol absolu a ~80°C 

20 pendant 30 min., centrifuge a I4000g a 4°C pendant I heure, lave a I'ethanol 70%, 

centrifuge a 14000g a 4°C pendant 10 min., seche, repris dans 10 y\\ de H20. Le 
fragment d'ADN HindUI-EcoRI a ensuite ete clone aux sites HindNI-EcoRl de 
l'ADN plasmidique pJIT163D prealablement dephosphoryle par l'enzyme 
phosphatase alcaline d'intestin de veau (New England Biolabs) selon les 

25 recommandations du fabricant. La reaction de ligation a ete effectuee dans un 

volume reactionnei de 20 ^1 en presence de I U de T4 DNA ligase (Gibco-BRL) 
pour une concentration totale d'ADN de 8,5 nM avec un rapport molaire 
vecteur/insert de 1 et de 4 y\ de tampon T4 DNA ligase x 5 (Gibco-BRL) a 25°C 
pendant 16 heures. Les bacteries, rendues prealablement competentes, ont ete 

30 transformees . L'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 100 /ml 

ampicilline, a ete extrait selon la methode de la lyse alcaline et analyse par digestion 
enzymatique. Le clone resultant a ete appele pBIOC42, Sa validite a ete verifiee 
par sequencage a I'aide du kit "Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing" 
commercialise par United States Biochemical (USB) selon la methode des 

35 didesoxynucleotides .Les conditions reactionnelles suivent les indications du 

fabricant excepte pour la denaturation et rhybridation. Le milieu reactionnei 
contenant l'ADN plasmidique (0,5 a 1 pmoles). i'amorce oiigonucleotidique (2 
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pmolesj, 10% de UMSO et le tampon reactionnel x I (USB), est incube a 100°C 
pendant 10 min,, puis refroidi brutatement a - 80°C dans la carboglace, 

A partir de pB!OC42, le fragment codant pour la cassette d'expression 
constitute du promoteur Pd3 5S et du terminateur poly 35S a ete isole par double 
digestion par Sad et Xhol. II a ete purifie par electrophorese sur gel d'agarose 
0,75%, puis soumis a Taction du kit "Geneclean II" commercialise par BIO 101 
selon les indications du fabricant. La ligation a ete reaiisee dans un volume 
reactionnel de 20 \i\ en presence de 1 U de T4 DNA ligase (Gibco-BRL) pour une 
concentration totale d'ADN de 8,5 nM avec un rapport molaire vecteur/insert de 1 
et de 4 pi de tampon T4 DNA ligase x 5 (Gibco-BRL) a 25°C pendant 16 heures. 
Les bacteries, E. coli DH5 a rendues prealablement competentes, ont ete 
transformees. L'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 30 \ig I ml 
de chloramphenicol, a ete extrait selon la methode de la lyse aicaline et analyse par 
digestion enzymatique. Le plasmide resultant a ete appeie pBIOC75. 

A partir de pBIOC75, le fragment d'ADN portant la cassette d'expression 
constitute du promoteur Pd35S et du terminateur poly A 35S a ete isolee par 
digestion par Kpnl. II a ete purifie par electrophorese sur gel d'agarose 0,75%, puis 
soumis a Taction du kit "Geneclean 11 11 commercialise par BIO101 selon les 
indications du fabricant. Puis, ce fragment d'ADN a ete ligue a TADN plasmidique 
de pBIOC21 digere par Kpnl et dephosphoryle par Tenzyme phosphatase aicaline 
d'intestin de veau (New England Biolabs) selon les recommandations du fabricant. 
La ligation a ete reaiisee dans un volume reactionnel de 20 y& en presence de 1 U 
de T4 DNA ligase (Gibco-BRL) pour une concentration totale d'ADN de 8,5 nM 
avec un rapport molaire vecteur/insert de I et 4 \v\ de tampon T4 DNA ligase x 5 
(Gibco-BRL) a 25°C pendant 16 heures. Les bacteries, E. coli DH5 a rendues 
prealablement competentes, ont ete transformees . L'ADN plasmidique des clones 
obtenus, selectionnes sur 12 ng /ml H~ tetracycline, a ete extrait selon la methcdo 
de la lyse aicaline et analyse par digestion enzymatique. Le plasmide resultant a ete 
appeie pBIOC43. 

VII.2. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINA1RE COEXPRIM.\NT 
LES GENES CHIMER1QUES CODANT LA LIPASE PANCREATIQUE 
HUMAINE (LPH) ET DE LA COL1PASE PANCREATIQUE HUMAINE 
(COLPH) RECOMB IN ANTES 

Les ADNc codant pour les sequences "PSLPH-LPH" et "PSCOLPH- 
COLPH" ont ete clonees chacune sous controle du promoteur constitutif Pd35S et 
du terminateur 35S dans le vecteur de coexpression pB10C43. 
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La ligation, la transformation des bacteries Escherichia coli DH5ot rendues 
prealablement competentes, l'analyse de I'ADN plasmidique des clones obtenus ont 
ete realisees comme decrit precedemment. 

VIII. EXEMPLE D'OBTENTION DE PLANTS DE COLZA 
TRANSGENIQUES. 

Les graines de col2a de printemps {Brassica napus cv WESTAR ou iignees 
Limagrain) sont desinfectees pendant 40 minutes dans une solution de Domestos 
(marque deposee) a 15%. Apres 4 rincages a I'eau sterile, les graines sont mises a 
germer, a raison de 20 graines par pot de 7 cm de diametre et 10 cm de haut, sur 
du milieu mineral de Murashige et Skoog (Sigma M 5519) avec 30g/I de 
saccharose et soiidifie avec de I'agargel a 5g/l. Ces pots sont places dans une 
chambre de culture a 26°C avec une photoperiode de 16h/8h et sous une intensite 
lumineuse de Pordre de 80 uE m~- s" ' . 

Apres 5 jours de germination, les cotyledons sont preleves sterilement en 
coupant chaque petiole environ 1 mm au-dessus du noeud cotyledonaire. 

Parallelement une preculture ftAgrohacierhim himefaciem souche 
LBA4404, contenant les plasmides, a savoir, le plasmide pGAZE dans lequel a ete 
insere la sequence codant pour la lipase pancreatique humaine fusionnee a celle 
codant pour un signal d'adressage (PS, PPS, PSLGL, PSPHP) sous controle du 
promoteur PCRU (ou Pd35S), est realisee en erlenmeyer de 50 ml, pendant 36 h a 
28°C dans 10 ml de milieu bacterien 2YT complemente avec les antibiotiques utiles 
a la selection de la souche utilisee. 

Cette preculture sert a ensemencer a 1% une nouveile culture bacterienne 
efFectuee dans les memes conditions. Au bout de 14 h la culture est centrifugee 15 
min a 3000 g et les bacteries sont reprises dans un volume equivalent de milieu de 
germination liquide. Cette suspension est distribute dans des boTtes de petri de 5 
cm de diametre a raison de 5 ml/boite. 

L'extremite sectionnee du petiole est immergee quelques secondes dans la 
solution d'agrobactirits ainsi preparees, puis le petiole est enfonce de quelques 
millimetres dans le milieu de regeneration Ce milieu a la meme composition de 
base que le milieu de germination avec en plus 4 mg/1 de benzyl-amino-purine 
(BAP), phytohormone favorisant la neoformation de bourgeons. Dix explants 
(cotyledon avec petiole) sont mis en culture par boite de petri de 9 cm de diametre 
(Greiner reference 664102). 

Apres 2 jours de coculture dans les memes conditions environnementales que 
les germinations, les explants sont repiques dans des boites phytatray (Sigma, 
reference PI 552) contenant le milieu precedent complemente avec un agent 
selectif: 45 mg/1 de sulfate de kanamycine (Sigma, reference K4000) et un 
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bacteriostatique: melange de 1/6 (en poids) de se! de potassium d'acide 
clavulanique et de 5/6 sel de sodium d'amoxicilline (Augmentin injectable) a raison 
de 600 mg/1. 

Deux fois de suite, a 3 semaines d'intervalle, les explants sont repiques 
5 sterilement sur du milieu neuf dans les memes conditions. 

Les bourgeons verts apparus a la fin du deuxierne ou du troisieme repiquage 
sont separes de Texplant et mis en culture individuellement dans des pots 
transparents de 5 cm de diametre et de 10 cm de haut contenant un milieu 
identique au precedent mais depourvu de BAP. Apres 3 semaines de culture la tige 
10 du bourgeon transforme est sectionnee et le bourgeon est repique dans un pot de 

milieu frais. Au bout de trois a quatre semaines les racines sont assez developpees 
pour permettre I'acclimatation de la plantule dans un phytotron. Les bourgeons qui 
ne sont pas verts ou enracines sont elimines. Ces piantules sont alors transplantees 
dans des godets de 7 cm de cote remplis de terreau (norme NF U44551: 40% 
15 tourbe brune, 30% bruyere tamisee et 30% sable) sature en eau. Apres deux 

semaines d'acclimatation en phytotron (temperature 2I°C, photoperiode 16h/8h et 
84% d'humidite relative), les piantules sont rempotees dans des pots de 12 cm de 
diametre remplis du meme terreau enrichi en engrais retard Osmocote (marque 
deposee), a raison de 4 g/1 de terreau puis transporters en serre (classe S2) regulee 
20 a 18°C, avec deux arrosages quotidien de 2 minutes a 1'eau. 

Des l'apparition de fleurs celles-ci sont ensachees (Crispac, reference SM 
570y 300 mm*700 mm) de facon a empecher la fecondation croisee. 

Lorsque les siliques sont arrivees a maturite, elles sont recoltees, sechees, 
puis battues. Les graines obtenues servent au dosage de Tactivite biochimique. La 
25 selection de la descendance transgenique se fait par germination sur un milieu 

contenant du sulfate de kanamycine a raison de 100 a 150 mg/1 (selon les 
genotypes). Les conditions operatoires sont identiques a celles decrites ci-dessus a 
ceci pres que les germinations sont effectuees en tubes de verre avec une seule 
graine par tube. Seules les piantules developpant des racines secondaires les trois 
30 premieres semaines sont acclimatees en phytotron avant d'etre passees en serre. 

IX. EXEMPLE D'OBTENTION DE PLANTS DE SOLANACEES 
TRANSGENIQUES. 

IX. 1. OBTENTION DE PLANTS DE TAB AC TRANSGENIQUES 
Les plants de tabac utilises pour les experiences de transformation (Nicotiana 
35 tabacum var. Xanthi NC et PBD6) sont cultives /// vitro sur le milieu de base de 

Murashige et Skoog (1962) additionne des vitamines de Gamborg et ah (1968, 
Sigma reference M0404) de saccharose a 20 g/1 et d'agar (Merck) a 8 g/1. Le pH 
du milieu est ajuste a 5,8 avec une solution de potasse avant autoclavage a 120°C 
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pendant 20 min. Les plantules de tabac sont repiquees par bouture des entre- 
noeuds tous les 30 jours sur ce milieu de multiplication MS20. 

Toutes les cultures /// vitro sont realisees en enceinte climatisee, dans les 
conditions definies ci-dessous: 
5 - intensite lumineuse de 30 uE.nr^.s** 1 ; photoperiode de 16h; 

- thermoperiode de 26°C le jour, 24°C la nuit. 

La technique de transformation utilisee est derivee de celle de Horsch ei ai 
(1985). 

Une preculture &Agrohactcrium tumefaciens souche LBA4404 contenant les 

10 plasmides est reaiisee durant 48h a 28°C sous agitation, dans du milieu LB 

additionne des antibiotiques adequats. La preculture est ensuite diluee au 50eme 
dans le meme milieu et cultivee dans les memes conditions. Apres une nuit, la 
culture est centrifugee (10 min., 3000 g), ies bacteries sont reprises dans un 
volume equivalent de milieu MS30 (30 g/1 saccharose) liquide et cette suspension 

15 est diluee au lOeme. 

Des explants d'environ 1 cm2 sont decoupes a partir des feuilles des plantules 
decrites ci-dessus. lis sont ensuite mis au contact de la suspension bacterienne 
pendant lh, puis seches rapidement sur papier fiitre et places sur un milieu de 
coculture (MS30 solide). 

20 Apres 2 jours, les explants sont transferes en boites de Petri sur le milieu de 

regeneration MS30, contenant un agent selectif, la kanamycine (200 mg/1), un 
antibiotique, 1'augmentin (400 mg/1) et les hormones necessaires a Tinduction de 
bourgeons (BAP, 1 mg/1 et ANA, 0,1 mg/1). Un repiquage des explants est effectue 
sur le meme milieu apres 2 semaines de culture. Apres 2 semaines supplementaires, 

25 les bourgeons sont repiques en boites de Petri sur le milieu de developpement 

compose du milieu MS20 additionne de kanamycine et d'augmentin. Apres 15 
jours, les bourgeons sont repiques de moitie. L'enracinement prend environ 20 
jours, au terme desquels les plantules pen vent etre clonees par bouture d'entre- 
noeuds ou sorties en serre. 

30 IX.2. OBTENTION DE PLANTS DE TOMATE TRANSGENIQUES. 

Les graines de tomate cv. UC82B sont sterilisees au Domestos 10% 15 min. 
et rincees 3 fois dans de I'eau sterile. Le dernier rincage est effectue pendant 10 
min. sous agitation. 

Les graines ainsi sterilisees sont mises a germer sur milieu MSSV/2 (milieu 
35 de base de Murashige et Skoog additionne des vitamines de Nitsch (Thomas et 

Pratt, 1981), de saccharose a 30 g/1, d'agar (Merck) a 8 g/1, pH5,9, pendant 7 ou 8 
jours en chambre climatisee (intensite lumineuse de 30 uE.trr^, s" 1 , photoperiode 
de 16 h/8 h, 26°C). 
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La technique de transformation utilisee est derivee de celle de Fillatti et al 
(1987). 

Une preculture flAgrohacierittm tumefactens souche LBA4404 contenant les 
plasmides est realisee pendant 24 h a 28°C sous agitation dans du milieu LB 
5 additionne des antibiotiques adequats. La preculture est ensuite diluee au 50eme 

dans le meme milieu et cuitivee dans les memes conditions pendant une nuit. La 
DO a 600 nm est mesuree, les agrobacteries sont centrifugees (10 min, 3000 g) et 
repris dans du milieu KCMS liquide (decrit dans la publication de Fillatti et al, 
1987) de maniere a obtenir une DO a 600 nm de 0,8, 
10 Des ameliorations techniques ont ete apportees a certaines etapes du 

protocole de Fillatti et ai ( 1 987). 

La preculture des explants et la coculture sont realisees comme decrit par 
Fillatti et al (1987) excepte que le milieu KCMS est supplemente en 
acetosyringone (200 mM). 
15 Le milieu de lavage 2Z difYere par Taddition de cefotaxime a 500 mg/l au lieu 

de carbenicilline. Le milieu de developpement utilise est compose du milieu de base 
de Murashige et Skoog (Sigma MS6899) additionne des vita mines de Nitsch, de 
saccharose a 20 g/1, de kanamycine a 50 mg/L d'augmenti \ : 200 mg/l, d'ANA a 1 
mg/l et de zeatine a 0,5 mg/l. 
20 X. OBTENTION DE PLANTS DE MAIS TRANSGENIQUES. 

X.l. OBTENTION ET UTILISATION DE CAL DE MAIS COMME CIBLE 
POUR LA TRANSFORMATION GENETIQUE. 

La transformation genetique du mais, quelle que soit la methode employee 
(electroporation; Agrokacteriwn, microfibres, canon a particules), requiert 
25 generalement Tutilisation de cellules indiflerenciees en divisions rapides ayant 

conserve une aptitude a la regeneration de plantes entieres. Ce type de cellules 
compose le cal friable embryogene (dit de type II) de mais. 

Ces cals sont obtenus a partir d'embiyons immatures de genotype HI II ou 
(A188 x B73) selon la methode et sur les milieux decrits par Armstrong (Maize 
30 Handbook; (1994) M. Freeling, V. Walbot Eds.; pp. 665-671). Les cals ainsi 

obtenus sont multiplies et maintenus par repiquages successifs tous les quinze jours 
sur ie milieu d'initiation, 

Des plantules sont ensuite regenerees a partir de ces cals en modifiant 
l'equilibre hormonal et osmotique des cellules selon la methode decrite par Vain et 
35 ai (1989). Ces plantes sont ensuite acclimatees en serre ou elles peuvent etre 

croisees ou autofecondees. 

X.2. UTILISATION DU CANON A PARTICULES POUR LA 
TRANSFORMATION GENETIQUE DU MAIS 
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Le paragraphe precedent decrit i'obtention et la regeneration des lignees 
cellulaires necessaires a la transformation ; on decrit tci une methode de 
transformation genetique conduisant a Integration stable des genes modifies dans 
le genome de la piante. Cette methode repose sur liitiiisation d'un canon a 
5 particules; les cellules cibles sont des fragments de cals decrits dans le paragraphe 

1. Ces fragments d'une surface de 10 a 20 mm- ont ete disposes, 4 h avant 
bombardement, a raison de 16 fragments par boite au centre d'un boite de petri 
contenant un milieu de culture identique au milieu d'initiation, additionne de 0,2 M 
de mannitol + 0,2 M de sorbitol. Les plasmides portant les genes a introduire sont 
10 purifies sur colonne Qiagen®, en suivant les instructions du fabrtcant. lis sont 

ensuite precipites sur des particules de tungsten (M10) en suivant le protocole 
decrit par Klein (1987). Les particules ainsi enrobees sont projetees vers les 
cellules cibles a Faide du canon et selon le protocole decrit par J. Finer (1992). 

Les boites de cals ainsi bombardees sont ensuite scellees a Faide de 
15 Scellofrais® puis cultivees a I'obscurite a 27°C. Le premier repiquage a lieu 24 h 

apres, puis tous les quinze jours pendant 3 mots sur milieu identique au milieu 
d'initiation additionne d'un agent sciectif dont la nature et la concentration peuvent 
varier selon le gene utilise (voir paragraphe 3). Les agents selectifs utilisables 
consistent generalement en composes actifs de certains herbicides (Basta®, Round 
20 up®) ou certains antibiotiques (Hygromycine, Kanamycine...). 

On obtient apres 3 mois ou parfois plus tot, des cais dont la crotssance n'est 
pas inhibee par 1'agent selection, habitueilement et majoritairement composes de 
cellules resultant de la division d'une cellule ay ant integre dans son patrimoine 
genetique une ou plusieurs copies du gene de selection. La frequence d'obtention 
25 de tels cals est d'environ 0,8 cal par boite bombardee. 

Ces cals sont identifies, individualises, amplifies puis cultives de facon a 
regenerer des plantules. Afm d'eviter toute interference avec des cellules non 
transformees toutes ces operations sont menees sur des milieux de culture 
contenant l'agent select if. 
30 Les plantes ainsi regenerees sont acclimatees puis cultivees en serre ou elles 

peuvent etre croisees ou autofecondees. 

XL ANALYSE DE L'EXPRESSION DE LA LIPASE PANCREATIQUE 
HUMAINE (LPH) DANS LES PLANTES DE TABAC TRANSGENIQUES. 
XI.1. PROTOCOLE. 

35 Le protocole d'extraction de la lipase a pa it i r de feuilles de tabac prelevees 

sur des plantes en serre est le suivant: 1 g de feuilles (poids frais) est broye dans 
Tazote liquide puis a 4°C dans 5 ml de tampon Tris-HCi 50mM pH neutre, 
additionne d'EDTA ImM et de (3-mercaptoethanol lOmM, de Triton X-100 0,2% 
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et de NaCI 50mM. Le broyat total est imrnediatement centrifuge a 4°C pendant 15 
minalOOOOg. 

Pour les graines de tabac, I'extraction est realisee a partir de 0,1 g de graines 
pour 4 ml de tampon. 

L'activite lipasique est determinee a I'aide d'un pH-STAT par la methode 
titrimetrique de Gargouri et al. (1995) dans iaquelle le substrat utilise est la 
tributyrine. L'emulsion de tributyrine (1 ml pour 30 ml d'emulsion) est realisee au 
vortex dans un tampon Tris-HCl 2,5mM pH 8,0, NaCI 25mM, et CaC12 5mM, Le 
dosage consiste a neutraliser I'acide butyrique libere sous 1'action de la lipase par 
une solution de soude a un pH de consigne de S,0 et a 37°C. Une unite lipase 
correspond a la quantite d'enzyme qui provoque la liberation d'une micromole 
d'acides gras en 1 min. a 37°C et dans les conditions optimales de pH (8,0). 

Sur le surnageant de centrifugation, un dosage des proteines totales solubles 
est realise. 

Un test ELISA en sandwich est egalement realise sur le surnageant de 
centrifugation avec des anticorps polyclonaux anti-LPH naturelle. 

XI.2. EXPRESSION AVEC LES PEPTIDES SIGNAUX VEGETAUX ; 
DOSAGES SUR LES FEUILLES ET LES GRAINES DE TABAC 
TRANSFORMEES ; TEST ELISA. 

En utilisant les methodes de dosages appropriees connues de 1'homme du 
metier, 1'expression des proteines recombinantes dans ies feuilles et les graines de 
tabac transformers est mesuree 

XI. 3. EXPRESSION AVEC LE PEPTIDE SIGNAL DE LA LPH ; 
DOSAGE DE L'ACTIVITE LIPASE SUR LES FEUILLES DE TABAC. 

En utilisant les methodes de dosages appropriees connues de i'homme du 
metier, Texpression des proteines recombinantes dans les feuilles et les graines de 
tabac transformers est mesuree. 

XII. ANALYSE DE L'EXPRESSION DE LA LIPASE PANCREATIQUE 
HUMAINE DANS LES PLANTES DE TOMATE TRANSGENIQUES. 

XII.LPROTOCOLE 

Le protocole d'extraction de la lipase a partir de feuilles et des fruits de 
tomate est similaire a celui decrit pour les feuilles de tabac, excepte que 1 g de 
materiel frais est repris dans 4 ml de tampon. L'activite lipasique est determinee 
comme decrit pour les feuilles de tabac 

XIL2. DOSAGE DANS LES FRUITS DE TOMATE. 

L'activite lipasique est determinee comme decrit pour les feuilles de tabac. 



WO 98/17807 5 Q PCT/FR97/01862 

XIII. ANALYSE DE L'EXPRESSION DE LA COLIPASE 
PANCREATIQUE HUMAINE (COLPH) DANS LES PLANTS DE TABAC 
TRANSGENIQUES. 

XIII. 1. PROTOCOLE. 

5 Le protocole d'extraction de la lipase a paiiir de feuiiles de tabac prelevees 

sur des plantes en serre est ie suivant: 1 g de feuiiles (poids frais) est broye dans 
I'azote liquide puis a 4°C dans 5 mi de tampon Tris-HCI 50mM pH7,5, additionne 
d'EDTA ImM et de p~mercaptoethanoI lOmM, de Triton X-100 0,2% et de NaCl 
50mM. Le broyat total est immediatement centrifuge a 4°C pendant 15 min a 
10 10000 g. 

Pour les graines de tabac, i'extraction est realisee de 0, 1 g de graines pour 4 
ml de tampon. 

L'activite lipasique est determinee a I'aide d'im pH-STAT par la methode de 
Patton ei ai (1973). L'effet de ia colipase sur le retard de l'hydrolyse de les 
15 intralipides est determine comme suit : les intraiipides (0,5 ml) sont dilues dans 10 

ml d'une solution composee de Tris-HCI 2mM pH8,0, NaCl I50mM, 
taurodeoxycholate 4mM, CaCb ImM, a 40°C. La colipase est ajoutee, puis apres 
1 min., le melange est supplement^ en lipase pancreatique (10"^ M) a raison de 10 

20 L'activite de la colipase pent egalement etre mesuree selon la methode de 

Ouaged et al. (1982). La lipase est denaturee a pH 2, ce qui permet cependant de 
conserver la colipase intacte. L'activite colipase est alors evaluee par la capacite de 
la preparation a restorer Tactivite d'une preparation de lipase exempte de colipase. 
Pratiquement, Techantillon a tester est ajoute au milieu reactionnel, acidifie a pH 2 

25 avec de I'HCl IN, et apres une' minute, amene a pH 9 avec du NaOH 1M. Un 

aliquot de lipase semi-purifiee d'activite potentielle connue est ajoutee. La colipase 
est mesuree d'apres le niveau d'activite lipase restoree a partir de la lipase inactive. 

XIV. IMMUNODETECTION DE TYPE "WESTERN" DE LA LPH 
RECOMBINANTE. 

30 XIV. 3. LPH EXPR1MEE DANS LES FEUJLLES ET GRAINES DE 

TABAC ET DE COLZA TRANSGENIQUES. 

XIV. 1.1. EXPRESSION AVEC LES PEPTIDES SIGNAUX 
V EGETAUX ; IMMUNODETECTION DANS LES FEUILLES ET GRAINES 
DE TABAC ET DE COLZA TRANSFORMEES. 

35 Des experiences d'immunodetection de type "western" ("western-blots") de 

ia LPH ont ete realisees sur les proteines de feuiiles de tabac et de graines de tabac 
et de colza extraites avec le tampon (voir protocole d'extraction ci-dessusj. Pour la 
realisation de ces experiences, les proteines extraites (30 ug proteines totales par 
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echantilion) sont tout d'abord separees seion la taille sur gel de polyacrylamide 
denaturant a 12,5% puis transferes sur une membrane de nitrocellulose. On peut 
egalement utiliser des gels denaturants (uree) et separer sur d'autres criteres que la 
taille. Un anticorps polyclonal anti-lipase pancreatique humaine est utilise comme 
sonde et la revelation est efTectuee au moyen d'un anticorps anti-IgG approprie 
couple a la phosphatase aicaline. 

La proteine temoin est la lipase pancreatique humaine naturelle qui migre 
sous la forme d'une seule bande d'une masse moleculaire apparente d'environ 50 
kDa. 

Aucune bande n'est detect ee dans les extraits proteiques de feuilles et de 
graines de tabac et de colza non transformees. 

XIV. 1.2. EXPRESSION AVEC LE PEPTIDE SIGNAL DE LA LPH ; 
IMMUNODETECTION DANS LES FEUILLES ET LES GRAINES DE TABAC 
TRANSFORMEES. 

Des Western blots ont ete realises sur les proteines de feuilles et de graines 
de tabac extraites selon le protocole decrit precedemmetit. Les proteines extraites 
sont tout d'abord separees sur gel de polyacrylamide denaturant (SDS-PAGE) puis 
transferees sur une membrane de nitrocellulose. Un anticorps polyclonal anti-LPH 
est utilise comme sonde et la revelation est effectuee au moyen d'un anticorps 
approprie couple a la phosphatase aicaline. 

La proteine temoin est la lipase pancreatique humaine qui migre sous la 
forme d'une seule bande de masse moleculaire apparente d'environ 50 kDa. Aucune 
bande n'est detectee dans les extraits proteiques de feuilles de tabac non 
transformees (T). 

XIV. 1.3. LPH DANS UN EXTRA1T CONTENANT DES PROTEINES 
DE FEUILLES DE TABAC TRANSFORMEES: EXPERIENCE DE 
DEGL YC O S YL AT ION. 

Le protocole d'extraction des proteines pour les experiences de 
deglycosylation est le suivant: 0,5 g de feuilles (poids frais) sont broyes dans l'azote 
liquide puis a 4°C dans 1 ml de tampon de denaturation (tampon phospnate 
lOOmM pH7,5, additionne de p-mercaptoethanol 1%, d'EDTA 25mM et de SDS 
1%). Le broyat est centrifuge a 4°C pendant 15 min a lOOOOg. Le surnageant est 
incube durant 5 min a 100°C afin de realiser la denaturation des proteines puis 
centrifuge 2 min a 10000 g. Le surnageant est ensuite dilue au lOeme dans le 
tampon de deglycosylation (tampon phosphate lOOmM pH7,5, additionne de p- 
mercaptoethanol 1%, d'EDTA 25mM, de SDS 0,1% et d'octylglucoside 1%). 
L'enzyme (N-glycosidase F, PNGase Boehringer) est ajoutee a raison de 1 U pour 
100 ul de surnageant. Un temoin sans enzyme est realise pour chaque echantilion. 
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La deglycosylation de la proteine temoin (lipase pancreatine humaine) a lieu dans 
les memes conditions. Les differents echantilions proteiques sont incubes a 
temperature ambiante durant 8 heures. Les proteines sont ensuite separees par 
eiectrophorese sur gel de polyacrylamide et transferees sur membrane de 
nitrocellulose comme decrit dans le paragraphe precedent. 

XV. IMMUNODETECTION DE TYPE "WESTERN" DE LA COLPH 
RECOMBINANTS. 

Des experiences d'immunodetection de type "Western" ("Western-blots") 
(Renart et Sandoval, 1984) de la COLPH ont ete realisees sur les proteines de 
feuilles de tabac et de graines de tabac et de colza extraites avec le tampon (voir 
protocole d'extraction ci-dessus). Pour la realisation de ces experiences, les 
proteines extraites (30 ug proteines totales par echantillon) sont tout d'abord 
separees sur gel de polyacrylamide denaturant selon la methode Tris-tricine 
d'Okajima et al. (1993) puis transteres sur une membrane de nitrocellulose. Un 
anticorps polyclonal anti-colipase pancreatique humaine est utilise comme sonde et 
la revelation est effectuee au moyen d'un anticorps anti-IgG approprie couple a la 
phosphatase alcaline. 

XVI. PURIFICATION DE LA LIPASE PANCREATIQUE HUMAINE A 
PARTIR DE PLANTES. 

XVI. L PURIFICATION DE LA LPH A PARTIR DE FEUILLES DE 

TABAC 

La lipase pancreatique humaine recomhinante est purifiee par 
chromatographic d'echange d'ions sur colonne DEAE-Fast Flow (Pharmacia) 
equilibree dans du tampon Tris-acetate 50mM pH7,0. La colonne est lavee avec le 
meme tampon jusqu'a ce que 1'absorption a 280 nm soit inferieure a DO 0,05. 
L'activite enzymatique fixee est eluee a Taide d'un gradient iineaire de sel dans le 
meme tampon (0 a 0,5M NaCl) en utilisant 5 volumes de colonne. Les fractions 
contenant l'activite enzymatique sont rassemblees. Elles sont soumises a une 
filtration sur Sephadex G- 1 00. 

XVIL PURIFICATION DE LA COLIPASE PANCREATIQUE HUMAINE 
A PARTIR DE PLANTES. 

La proteine est purifiee selon les procedes classiques de purification des 
proteines bien connus de Thomme du metier. 

XVIII. SYNTHESE D'ESTERS D'ACIDES GRAS. 

Les essais ont ete realises avec des graines de colza non transformers, la 
lipase etant apportee: 

- soil sous forme de preparation enzymatique immobilisee (lipozyme 
(NOVO)) ou libre (lipase pancreatique humaine), 
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- soit sous forme de graines de tabac transformers avec le gene de la lipase 
pancreatique humaine. 

Les reactions d'esterification sont conduites a 37°C pendant 16 heures dans 
des flacons de verre bouches hermetiquement disposes sur une table d'agitation 
5 (250 rpm). Le solvant organique utilise est I'hexane dans lequel les acides gras sont 

solubles. Le methanol est ajoute en proportion stoechiometrique a la quantite 
theorique de triacylglycerol content! dans les graines de colza. 

Le composant majeur des acides gras de coiza est 1'acide oleique, aussi le 
temoin de reference choisi est-il un ester methylique de I'acide oleique. Le suivi de 
10 synthese se fait par chromatographic couche mince (CCM). Le solvant de 

migration est un melange d'hexane, diethylether, eau (70:10:1). La revelation des 
plaques se fait a chaud apres pulverisation d'acide sulfurique (5%) dans de 
Tethanol. 

L'utilisation de la lipase pancreatique recombinante selon l'invention ermet 
15 d'obtenir le produit attendu qui est Tester de methyle de I'acide oleique. 

XIX. TEST DACTTvTTE DE LA LIPASE PANCREATIQUE HUMAINE 
Le test d'activit6 est realise a faide des reactifs Lipase - PS™Sigma Diagnostics 
(Methode N°805) selon les recommandations du fabricant. La procedure est basee sur 
la methode colorim6trique de Imamura et al. (Clin. Chem. 35: 1126, 1989), Le 1,2 
20 diglycdride est hydrolys6 en 2~monoglyc6ride et en acides gras. Le 2-monoglyceride 

est ensuite mesure par factions enzymatiques coupl6es catalysdes par la lipase 
monoglycende, la glycerol kinase, la glycerophosphate oxydase et la peroxydase. Le 
test est hautement sensible et sp^cifique pour la lipase pancreatique gr&ce a la co- 
lipase et au desoxycholate utilises comme activateurs. 

2 5 Des mesures ont 6t6 rdalisees sur les echantillons suivants : 

- 2 extraits proteiques de feuilles de tabac transformees avec LBA4404 
renfermant la plasmide binaire contenant PSLPH-LPH. Les plantes ont 6t6 arilys6es 
apres 3 semaines de sortie en serre. 

- 1 extrait prot6ique de feuille de tabac non transformee (temoin n6gatif) 

30 - 1 extrait proteique de feuille de tabac non transformee m61ange k de la lipase 

pancr6atique humaine purifiee commercialisee par Sigma (reference : L9780) a 500 
U/I (reconstruction) 

Les valeurs obtenues sont les suivantes : 

- 270 U/l pour le temoin n^gatif 

3 5 - 874 U/L pour la reconstruction 

- 1113 U/l pour un des echantillons 

- 1572 UA pour l'autre echantillon. 

Ces r6sultats mettent en evidence la presence d'une activite lipasique chez les 
deux echantillons. 



10 



WO 98/17807 ^ PCT7FR97/01862 

REFERENCES BIBLIOGRAPH IQUES 

An G., Plant Physiol., 8 1 , 86-9 1 ( 1 936). 
Anderson O.D. et Greene F.C., T. A.G., 77, 689-700 ( 1 989). 
Barta eta/., Plant Mol. Bio!., 6, 347-357 ( i 986). 
Bednarek S. Y. et Ralkhel N. V., The Plant Cell, 3, 1 195-1206 (1991). 
Bevan eta/.. Nature, 304, 1 84-1 87 ( 1983). 
Bevan M, Nucleic Acids. Res., 1 2, 87 1 1 -872 1 ( 1 984). 
15 Bodmer M.W. eta/., Biochem Biophys. Acta, 909, 237-244 (1987). 

Borgstrom et a/., FEBS Letter, 108,407-410 (1979). 
Cornel issen etai. Nature, 321, 531-532 (19S6). 

20 

Depigny-This et a!., Plant. Mol. Biol., 20, 467-479 ( 1992). 

Duan R. eta/.. Pancreas, 6, 565-602 (1991) 

25 Egloff Protein Sci. 4 t 144-57 ( 1995). 

Erlanson-Albertsson, Esterase? Lipases and Phospholipases, Edts Mackne^s 
M.I. and Clerc M, Plenum Press, New York (1994) 

30 Fillatti J.J., Kiser J., Rose R. et Comai L., Biotechnologie, 5, 726-730 

0987). 

Gargouri Y., Bensalah A., Douchet I , Verger R., Biochem. Biophys. Act., 
1257, 223-229 (1995) 



35 



Gargouri Y. eta/., Biochem. Biophys. Act, 1006, 255-271 (1989). 
Gaubier et al , Mol. Gen. Genet., 238, 409-4 18 (1993). 



WO 98/17807 PCT/FR97/01862 

5.5 

Guerineau F., Mullineaux P., Plant Molecular Biology LABFAX, Groy 
R.R.D. (Ed), Nios. Scientific Publishers, Biackwell Scientific 
Publications, 121-147 ( 1993). 

5 

Hanahan D., J. Mol. Biol., 166, 557-580 ( 1983). 

Holsters et a!., Mol. Gen. Genet., 163, 181-187 (1978). 

10 Horsch R.B., Fry J.E., Hoffmann N.L., Eichholtz D. et Rogers S.G., 

Science, 227, 1229-123 1 (1985). 

Jouanin etal y Plant Sci., 53, 53-63 (19S7). 

15 Kay et a/., Science, 236, 1 299- 1 302 ( i 987), 

Klein, Nature, 327, 70-73 ( I9S7) 

Liu et al y Mol. Plant Microb. Interactions, 6, 144-156 (1993). 

20 

Lowe etal^ J. Biol. Biochem, 264, 20042-20048 ( 1 989). 

Lowe «?/<//., Biochemistry, 29, 823-828 (1990). 

25 McElroy et al., Mol. Gen. Genet., 23 1, 1 50-160 ( 1991). 

Matsuoka K., Nakamura K., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 
834-838 (1991). 

30 Murakami etal, Plant Mol. Biol., 7, 343-355 (1986). 

Ni e/a/., Plant J., 7, 66 1 -676 ( 1 995). 
OkajimaT. et aL, Anal. Biochem., 2 1 I, 293-300 (1993). 
Ouagued M. et al , Biochimie , 64, 30 1 -303 ( 1 982) 
Patton J.S. eta!., J. Biol. Chenv, 253, 4 195-4202 ( 1 978) 



35 



WO 98/17807 PCT/FR97/01862 

Reina efa/. y Nucleic Acid Research, IS, 6426 (1990). 

Schroeder M. R., Borkhsenious O. N., Matsuoka K., Nakamura K. 
et Ralkhel N. V., Plant Physiol., 101, 451-458 (1993). 

Shonheyder F., et Volquartz K., Acta Physiol. Scand., 9, 57-67 (1945). 

Thomas B.R. et Pratt D., Theor. Appl. Genet., 59, 215-219 (1981). 

Vain P. <*/<?/., Plant Cell Tissue and Organ Culture, 18, 143-151 (1989). 

Volhard F., Z. Klin. Med., 42, 414-429 (1901). 

15 Winkler F.K. efaf.. Nature, 343, 11 \ -114 (1990). 



10 



WO 98/17807 



PCT/FR97/01862 



REVEND I CAT I ONS 

1. Utilisation d 1 une sequence nucleotidique 
5 recombinante contenant, d'une part, un ADNc 

codant pour un element du complexe lipase 
pancreatique-colipase de maitutii feres ou pour une 
proteine ou un polypeptide derive, et d* autre 
part, les elements permettant a une cellule 

10 vegetale de produire cet element, ou la proteine 

ou le polypeptide derive, code par ledit ADNc, 
notamment un promoteur et un terminateur de 
transcription reconnus par la machinerie 
transcriptionnelle des cellules vegetales, pour 

15 la transformation de cellules de plantes en vue 

de l'obtention, a partir de ces cellules, ou de 
plantes obtenues a partir de ces dernieres, d'un 
element recombinant du complexe lipase 
pancreatique-colipase de mammiferes, ou d'une 

20 proteine ou polypeptide derive. 

2. Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que 1' element du complexe 
lipase pancreatique-colipase est la lipase 
pancreatique . 

25 3 . Utilisation selon la revendication 1 , 

caracterisee en ce que 1 ' element du complexe 
lipase pancreatique-colipase est la colipase. 

4. Utilisation des sequences selon les 
revendications 2 et 3 pour la co-transformation 

30 de cellules de plantes en vue de l'obtention, a 

partir de ces cellules, ou de plantes obtenues a 
partir de ces dernieres, d'une lipase 
pancreatique et d'une co-lipase recombinantes de 
mammiferes, ou de leur derives- 



5* 

5. Sequence nucleot i dique recombinante, 
caracterisee en ce qu ? elle contient d'une part la 
sequence codante pour un element du complexe 
lipase pancreatique-colipase ou une proteine ou 
polypeptide derive et d ! autre part, les elements 
permettant a une cellule vegetale de produire un 
element du complexe lipase pancreatique-colipase 
ou une proteine ou polypeptide derive code par 
ladite sequence, notamment un promoteur et un 
terminateur de transcription reconnus par la 
machinerie transcriptionnelle des cellules 
vegetales . 

6. Sequence nucleotidique recombinante selon 
la revendication 5, caracterisee en ce que 
1' element du complexe lipase pancreatique- 
colipase est la lipase pancreatique • 

7. Sequence nucleotique recombinante selon la 
revendication 5, caracterisee en ce que 1' element 
du complexe lipase pancreatique-colipase est la 
colipase . 

8. Sequence nucleotidique recombinante, 
caracterisee en ce qu'elle contient d'une part 
les sequences codantes pour une lipase 
pancreatique et une colipase ou les proteines ou 
polypeptides derives et d' autre part, les 
elements permettant a une cellule vegetale de 
produire une lipase pancreatique et une colipase 
ou les proteines ou polypeptides derives codes 
par ladite sequence, notamment un promoteur et un 
terminateur de transcription reconnus par la 
machinerie transcriptionnelle des cellules 
vegetales . 

9. Vecteur, notamment plasmide, contenant une 
sequence nucleotidique selon l'une des 
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revendications 5 a 8, inseree en un site non 
essentiel pour sa replication. 

10. Hote cellulaire, notamment toute bacterie 
telle que Agrobacterium tumefaciens, transforme 

5 par un vecteur selon la revendication 9. 

11. Procede d'obtention d'un element du 
complexe lipase pancreatique-colipase 
recombinant, ou d T une proteine ou un polypeptide 
derive, caracterise en ce qu f il comprend: 

10 - la transformation de cellules vegetales, 

notamment a l'aide d f un hote cellulaire selon la 
revendication 10, lui-meme transforme par un 
vecteur selon la revendication. 9, de maniere a 
integrer dans le genome de ces cellules une 

15 sequence recombinante selon la revendication 5 

le cas echeant, l'obtention de plantes 
transformees a partir des cellules transformees 
susmentionnees, 

- la recuperation de 1' element du complexe 

20 lipase pancreatique-colipase recombinant ou de la 

proteine ou polypeptide derive produit dans 
lesdites cellules ou plantes transformees 
susmentionnees, notamment par extraction, suivie, 
le cas echeant, par une purification. 

25 12. Procede d'obtention selon la 

revendication 11, c: ^cterise en ce que l r element 
du complexe lipase pancreatique-colipase est la 
lipase pancreatique. 

13. Procede d'obtention selon la 
30 revendication 12, caracterise en ce que l r element 

du complexe lipase pancreatique-colipase est la 
colipase . 

14. Procede de co-obtention de lipase 
pancreatique et de colipase recombinantes , ou de 
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Co 

proteine ou polypeptides derives, caracterise en 
ce qu'il comprend: 

la transformation de cellules vegetales, 
notamment a 1 1 aide d'un note celluiaire selon la 
5 revendication 10, lui-meme transforme par un 

vecteur selon la revendication 9, de maniere a 
integrer dans le genome de ces cellules une 
sequence recombinante selon la revendication 8 

le cas echeant, 1 f obtention de plantes 
10 transformers a partir des cellules transformees 

susmentionnees, 

- la recuperation de la lipase pancreatique 
et de la colipase recombinantes ou des proteines 
ou polypeptides derives produit dans lesdites 
15 cellules ou plantes transformees susmentionnees, 

notamment par extraction, suivie, le cas echeant, 
par une purification. 

15. Plantes, ou parties de plantes, notamment 
feuilles et/ ou fruits et/ou sentences et/ou 
20 cellules de plantes, transformers genet iquement, 

caracterises en ce qu'elles contiennent une (ou 
plusieurs) sequence (s) nucleotidique (s) 

recombinante (s) selon l'une des revendicat ions 5 
a 8, integree(s) de fagon stable dans leur genome 
25 ces plantes etant choisies notamment parmi le 

colza, le tabac, le mais, le pois, la tomate, la 
carotte, le ble, I'orge, la pomme de terre, le 
so j a, le tournesol , la laitue , le riz , la 
luzerne, et la jbetterave. 
30 16* Lipase pancreatique recombinante ou 

proteine ou polypeptide derive caracterise en ce 
qu f elle est obtenu selon le procede de la 
revendication 12 ou 14. 

17. Colipase recombinante ou proteine ou 
35 polypeptide derive, caracterisee en ce qu T elle 
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est obtenue selon le precede de la revendication 
13 ou 14. 

18, Association de lipase pancreatique et de 
colipase recombinant es ou proteine ou polypeptide 

5 derives caracterise en ce qu ! elle est obtenue 

selon le procede de la revendication 14. 

19, Extrait vegetal a activite enzymatique 
tel qu'obtenu par raise en oeuvre d'un procede 
selon l'une des revendicat ions 11 a 14, 

10 caracterise en ce qu'il contient de la lipase 

pancreatique recombinante et/ou de la colipase 
recombinante ou les proteines ou polypeptides 
derives . 

20, Utilisation de plantes, ou parties de 
15 plantes selon la revendication 15, et/ou des 

extraits de plantes selon la revendication 19, 
et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
d f association de ceux-ci selon les revendications 
16 a 18, pour l'obtention de medicaments destines 
20 au traitement de pathologies associees a un 

deficit de production de lipase dans 1 1 organisme, 
telles que la mucoviscidose ou dans le cadre du 
traitement de desordre alimentaire, telles que 
1 1 obesite . 

25 21. Composition pharmaceutique, caracterisee 

en ce qu'elle comprend des plantes, ou parties de 
plantes selon la revendication 15, et/ou des 
extraits de plantes selon la revendication 19, 
et/ou de proteines ou de polypeptides ou 

30 d f association de ceux-ci selon les revendications 

16 a 18, le cas echeant en association avec un ou 
plusieurs vehicules ou excipients 

pharmaceutiquement acceptables . 

22. Utilisation de plantes, ou parties de 

35 plantes selon la revendication 15, et/ou des 



0>3y 

extraits de plantes selon la revendication 19, 
et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
d 1 association de ceux-ci selon les revendications 
16 a 18, pour I'obtention d 1 aliments destines a 
1 'alimentation humaine ou animale, notamment 
d ? aliments fonctionnels plus particulierement 
destines a faciliter l f absorption des graisses 
animales ou vegetales ingerees par un individu 
sain ou atteint d'une ou plusieurs pathologies 
affectant ou non le taux de production de lipase 
gastrique et/ou pancreatique . 

23. Aliments fonctionnels caracterises en ce 
qu'ils comprennent des plantes, ou parties de 
plantes selon la revendication 15, et/ou des 
extraits de plantes selon la revendication 19, 
et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
d 1 association de ceux-ci selon les revendications 
16 a 18, le cas echeant en association avec un 
(ou plusieurs) autre(s) compose(s) comestible (s ) . 

24* Utilisation de plantes, ou parties de 
plantes selon la revendication 15, et/ou des 
extraits de plantes selon la revendication 19, 
et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
d' association de ceux-ci selon les revendications 
16 a 18, pour la mise en oeuvre de reactions 
enzymatiques dans le domaine industriel, agro- 
alimentaire ou agro-industrielle, notamment dans 
l'industrie des corps gras, de la lipochimie et 
1 ' Industrie laitiere . 

25. Preparations enzymatiques a destination 
industrielle, agro-alimentaire ou agro- 

industrielle, susceptibles d'etre utilisees selon 
la revendication 24, et comprenant des plantes, 
ou parties de plantes selon la revendication 15, 
et/ou des extraits de plantes selon la 
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revendication 19, et/ou de proteines ou cie 
polypeptides ou d ' association de ceux-ci selon 
les revendications 16 a 18. 

26. Utilisation de plantes, ou parties de 
5 plantes selon la revendication 15, et/ou des 

extraits de plantes selon la revendication 19, 
et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
d 1 association de ceux-ci selon les revendications 
16 a 18, pour l'obtention de biocarburants . 
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Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche internationafe (nom de la base de donnees, et si celaest realisable, termes de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric ' 



Identification des documents cites, avec.le cas echeant, t'indicationdes passages pertinents 



no, des revendications visees 



WO 93 00426 A (N0V0NORDISK AS) 7 janvier 
1993 

voir page 16, Hgne 20 - page 17, ligne 5 



EP 0 449 376 A (GIST BROCADES NV ; MOGEN 
INT (NO) 2 octobre 1991 

voir page 4, Hgne 28 - page 5, Hgne 4; 
revendications 28,29 

WO 96 03511 A (TOULOUSE INST NAT POLYTECH 
;ALIBERT GILBERT (FR); M0UL0UNGUI ZEPHI) 8 
fevrier 1996 

voir 1e document en entier 

-/— 



16,20, 

21,24,25 

1,2,5,6, 

9-12,15, 

19-26 

1,2,5,6, 
9-12,15, 
19-25 



24,25 



)( Voir la suite du cadre C pour ia finde la liste des documents 



Lea documents de families de brevets sont tndiquesen annexe 



* Categories spaciales de documents cites: 

"A" document deflnissant I'etat general de latechnique, non 

constdere comme particulierement pertinent 
"E" document anterieur, maispublie a la date dedepot international 

ou apres catte date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendcation de 
priorite ou cite pour determiner ia date depublication d ; une 
autre citation ou pour une raison specials (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de depdtinternational, mais 
posterieurement a la date de priority revendiquee 



"T" document ulterieur public apres iadate de depot international ou la 
date de priorite etn'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la throne constituant la base del' invention 

"X" document particulierement pertinent; I' invention revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document consider© isoiement 

"Y" document particulierement pertinent; r invention revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

"&" document qui fait partie de la meme familfede brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a ete effective me nt achevee 



20 fevrier 1998 



Date tf expedition du present rapport de recherche internationafe 



06/03/1998 



Nom et adresse postale de 1'administrationchargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nt, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnatre autonse 



Maddox, A 
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RAPPORT DE R. iERCHE INTERNATIONALE 



PCT/FR 97/01862 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categorie 


Identification des documents cites, avecle cas echeant, llndicationdes passages pertinents 


no. des re ve indications vis^es 


Y 


GB 2 188 C-7 A (INST PENYELIDIKAN MINYAK 
KELAP;UNIV MALAYA) 23 septembre 1987 
voir page 1, ligne 14 - ligne 21 


26 


X 


MORNEX, J.F., ET AL. : "Transfert des 

genes; les enjeux economiques" 

REVUE DE MALADIES RESP1RAT0IRES, 

vol. 12, 1995, 

pages 409-413, XP002056437 

voir page 411, colonne de droite 

& CHAMBON, P. : "Des proteines 

t hpranputi hiip^ cultivpp^ a la fprmp Hp^ 

pl antes a chair humaine" 

SCIENCES AVENIR, 

aout 1994, 
pages 64-69, 


1,2,5,6 

9-12,15, 

16,19-26 


X 


WINKLER, F.K., ET AL. : "Structure of 

human pancreatic lipase" 

NATURE 

vol. 343, 22 fevrier 1990, 
pages 771-774, XP002033482 
voir le documpnt pn pntipr 


16 


X 


LOWE, M.E., ET AL.: "Cloning and 
characterization of the human colipase 
cDNA" 

BIOCHEMISTRY, 

vol. 29, 1990, 

pages 823-828, XP002033483 

voir le document en entier 


17 


X 


EP 0 269 595 A (DRACO AB) 1 juin 1988 
voir le document en entier 


17,20,21 


X 


VAN TILBEURGH, H., ET AL. : "Interfacial 
activation of the 1 ipase-procol ipase 
complex by mixed micelles revealed by 
X-ray crystallography" 
NATURE, 

vol. 362, 29 avril 1993, 
pages 814-820, XP002033484 
voir le document en entier 


18 


X 


EGL0FF, M.-P., ETAL.: "Crystal 1 ographi c 

study of colipase and of the interaction 

with pancreatic lipase" 

PROTEIN SCIENCE, 

vol. 4, 1995, 

pages 44-57, XP000676440 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

-/„ 


18 
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RAPPORT DE RECHE IE INTERNATIONALE i 



ana© Internationale No 

PCT/FR 97/01862 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categone 


Identification des documents cites, avec.le cas echeant. I'lndtcationdes passages pertinents 


no. des revsndications visees 


X 


GOTTSCHALK, B., ET AL. : "Comparison of 

two pancreatic enzyme products for the 

treatment of maldigestion in csytic 

fibrosis (Mucoviscidosis)" 

MONATSSCHR. KINDERHEILKD . , 

vol. 136, no. 9, 

niflfi c f<9fs-K0Q YPnnnfi7A/icii 

voir le document en entier 


20,21 


X 


WO 91 06661 A (ENZYTECH INC) 16 mai 1991 
voir le document en enuier 


22 


A 


GOMORD, V,, ET AL.: "PI ante et medicament 

un nouveau depart" 

BIOFUTUR, 

voi . io^, mars xyyo, 

pages 26-30, XP002033486 

voir page 27, colonne de gauche 


1-26 


A 


EP 0 542 629 A (INST RECH JOUVEINAL 
;JOUVEINAL INST RECH ( FR ) ) 19 mai 1993 
voir le document en er+.ter 


1-26 


A 


WO 94 13816 A (INST RECJUOUVEINAL 

(FR); ) 23 juin 1994 

voir le document en entier 


1-26 


A 


LOWE M E ET AL: "CLONING AND 
CHARACTERIZATION OF HUMAN PANCREATIC 
LIPASE CDNA" 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
vol, 264, no. 33, 25 novembre 1989, 
pages 20042-20048, XP000081766 
cite dans la demande 
voir le document en entier 


16 


A 


WO 93 03161 A (DONSON JON ;DAWS0N WILLIAM 

fl GRANTHAM ftFORGF 1 fllQV TIIRPFNH 1ft 

fevrier 1993 

voir page 31 - page 33 

voir page 74 - page 75 


1-26 


A 


WO 92 01042 A (NOVONORDISK AS) 23 Janvier 
1992 

voir page 7, ligne 4 - ligne 16; 
revendications 1-43 


1-26 


A 


WO 91 18923 A (ASTRA AB) 12 decembre 1991 
voir page 11, ligne 28 - page 12, ligne 18 


19-23 


A 


WO 86 01532 A (CELLTECH LTD) 13 mars 1986 
voir le document en entier 


20,21 
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RAPPORT DE RE ZRCHE INTERNATIONALE 

Renselgnements retains aux membresde families de brevets 



iande Internationale No 

PCT/FR 97/01862 



Document brevet cite 


Date de 


Membre(s) de la 


Date de 


au rapport de recherche 


publication 


famille de brevet(s) 


publication 


WO 9300426 A 


07-oi»93 


EP 


0599859 


A 


UO UU !7*r 


EP 0449376 A 


0P-10-Q1 


AM 




R 
D 


CO UO j4 






AU 


7765691 


A 


91—1 A— Q1 
CI 1U !?1 






AU 


632941 


B 


14-01-93 






AU 


7776691 


A 


21-10-91 






CA 


2056396 


A 


OA— no^Qi 
ch uy— yi 






CD 

tr 


u*t*fy o / o 


A 

M 


\JC XV 5 1 






IL 


97645 


A 


jlo uo y/ 






jp 


6501838 


T 
1 


03-03-94 






jp 


6502296 


T 


17-03-94 






wo 


9114782 


A 


03-10-91 






wo 


9114772 


A 


03-10-91 






us 


5543576 


A 


UD Uo VD 






us 


5714474 


A 


uo 


WO 1 A 


UO UL 


FR 


2722798 


A 


9£_ ni ~Qft 
ui yo 






AU 


2984995 


A 


yo 






CA 


2195560 


A 


AQ— fi9— OA 

uo U£ yo 






EP 


0770134 


A 


0.9— nc_Q7 
uo y/ 




t.s? VJ7 O/ 


AUCUN 








vl UO OO 


AU 


608783 


B 


1ft— fid— Ql 
JLO U4 yi 






AU 


8091487 


A 
H 


26-05-88 






CA 


1302878 


A 


09-06-92 






DE 


3786530 


A 


19-08-93 






DE 


3786530 


T 


28-10-93 






DK 


583687 


A 


C I UO OO 






ES 


2056838 


T 


16-10-94 






IE 


60452 


B 


13-07-94 






JP 


2575159 


B 


22-01-97 






JP 


63211235 


A 


02-09-88 






PH 


25586 


A 


08-08-91 






US 


5494894 


A 


27-02-96 


W0 9106661 A 


16-05-91 


AUCUN 






EP 0542629 A 


19-05-93 


FR 


2683549 


A 


14-05-93 






AU 


3162793 


A 


15-06-93 
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RAPPORT DE RECHEI E INTERNATIONALE 

Renseignements re la aux mem bread© families de brevets 



ar, — Internationale No 

PCT/FR 97/01862 



Document brevet cite 


Date de 


Membre(s) de la 


Date de 


au rapport de recherche 


publication 


famille de brevet(s) 


publication 


EP 0542629 A 


WO 


9310243 


A 




WO 9413816 A 


23-06-94 


FR 


2699179 


A 


1 7 f\£. <\A 




AU 


5702994 


A 


a A A "7 (\A 




EP 


0674714 


A 


04-10-95 




JP 


8504580 


T 


21-05-96 


WO 9303161 A 


18-02-93 


US 


5529909 


A 


25-06-96 




US. 


5589367 


A 


0 1 1 O A£T 

31-12-96 




US 


5316931 


A 


31-05-94 




AU 


683412 


B 


1 O 11 A*7 

13-11-97 




AU 


3351193 


A 


AO AO AO 

02-03-93 




CA 


2114636 


A 


1 O AO AO 

18-02-93 




EP 


0596979 


A 


1 O AC (\A 

18-05-94 




JP 


7503361 


T 


1 O A A AC 

13-04-95 


WO 9201042 A 


23-01-92 


AU 


8219291 


A 


A A AO AO 

04-02-92 


WO 9118923 A 


12-12-91 


AP 


207 


A 


1 O AO AO 

18-08-92 




AT 


151077 


T 


1 C A A A *7 

15-04-97 




AU 


651979 


B 


11 AO A A 

11-08-94 




AU 


7964591 


A 


O 1 1 O A 1 

31-12-91 




BG 


61165 


B 


O 1 A 1 A "T 

31-01-97 




CA 


2083396 


A 


AO 1 O A 1 

02-12-91 




CN 


1064313 


A 


09-09-92 




DE 


69125489 


D 


07-05-97 




DE 


69125489 


T 


1 A AO A"7 

14-08-97 




EP 


0535048 


A 


f\~f f\A AO 

07-04-93 




ES 


2099159 


T 


1 r- r\ C AT 

16-05-97 




HK 


62497 


A 


1£ Ar /%*7 

lo-0b-97 




HR 


920771 


A 


30-04-97 




LT 


1736 


A,B 


25-08-95 




LV 


10292 


A,B 


20-10-94 




PL 


166534 


B 


31-05-95 




SK 


164491 


A 


11-07-95 


WO 8601532 A 


13-03-86 


EP 


0191061 


A 


20-08-86 




GB 


2176489 


A,B 


31-12-85 




JP 


2514167 


B 


10-07-96 




JP 


6315387 


A 


15-11-94 
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RAPPORT DE i rfERCHE INTERNATIONALE 

Renseignements rolai.,d aux membresde families de brevets 



ande Internationale No 

PCT/FR 97/01862 



Document brevet ctte 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de ta 
famille de brevet(s) 



Date de 
publication 



WO 8601532 A 



JP 8029081 B 
JP 61503035 T 
US 5691181 A 



27-03-96 
25-12-86 
25-11-97 
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TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 

PCT TTjANii 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE I NTERInIa^^J^JL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du d^posant ou du 
mandataire L74BD1168 


POUR <5l JITF A DONNFR voir ta notification de transmission du rapport d'examen 
1 c:n preJiminaire international {formulaire PCT/IPEA7416) 


Demande internationals n° 
PCT/FR97/01862 


Date du depot international (jour/mois/annde) 
17/10/1997 


Date de priority Qour/mois/ann^e) 
17/10/1996 



Classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C12N15/55 



Deposant 

BIOCEM (S.A.) et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a Particle 36, 



2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 



□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuiiles contenant des rectifications faites aupres de 
^administration chargee de i'examen preliminaire international (voir ia regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
administrates du PCT). 



Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I H Base du rapport 
li □ Priorite 

III □ Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility d'application 

industrielle 

IV □ Absence d'unite de invention 

V g| Declaration motivee selon Particle 35{2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 

d'application industrielle; citations et explications a Pappui de cette declaration 

VI □ Certains documents cites 

VII □ trregularites dans la demande internationale 

VIM g| Observations relatives a la demande internationale 



Date de presentation de ta demande d'examen preliminaire 
internationale 

15/04/1998 


Date d'achevement du present rapport 

1 k 01 93 


Nom et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international 

Office europeen des brevets 
^{V D-8029S Munich 

Tel. (+49-89) 2399-0. Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 


Fonctionnaire autoris6 

Bilang, J (| <M I 

N° de telephone (+49-89) 2399-8707 ^^c^/ 



Formulaire PCT/IPEA/409 {feuille de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR97/0 1 862 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuifles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'articie 14 sont considerees, dans ie present 
rapport, comme "initiafement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elfes ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-56 version initiale 



Revendications, N°: 

1-26 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilies : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 

voir feu i lie separee 



V. P->'3r<*l'on motivee selon I'articie 35(2) quant a la nouveaute, !'activite inventive el la possibilite 
d application tndustrtelle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-15, 19, 22-26 

Non : Revendications 16-18, 20, 21 

Activite inventive Oui : Revendications 3, 4, 7, 8, 13, 14 

Non: Revendications 1,2,5,6,9-12,15-26 

Possibilite d'appiication industrielle Oui: Revendications 1-19,21-26 

Non : Revendications 



Formufaire PCT/IPEA/409 (cadres I- VIII, feuiile 1) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n° PCT/FR97/01 862 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 



Formuiaire PCT/IPE A/409 {cadres l-VIII. feuille 2) (Janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande Internationale n° PCT/FR97/01 862 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Remarque supplementaire partie I 

A ce moment de I'examen, te document de priorite n'est pas disponible. Cet 
examen est done fonde sur I'hypothese que toutes les revendications jouissent 
d'un droit de priorite datant du depot du document de priorite. 

Remarque supplementaire partie V 

1 . La presente demande concerne la production dans des plantes d'au moins un 
element du complexe lipase pancreatique-colipase de mammiferes, et Putilisation 
de ces plantes et/ou proteines. 

2. L'objet des revendications 16-18, 20, et 21 n'est pas conforme au critere de 
nouveaute (Article 33(2) PCT). 

2.1 La revendication 16 definit un produit (lipase ou polypeptide derive) par le 
precede d'obtention. 

Les caracteristiques de procede dans une revendication de produit ne peuvent 
etre prises en compte, pour etablir la nouveaute par rapport a I'etat de la 
technique, que si ('utilisation de ce procede impliquait necessairement que le 
produit ait des caracteristiques particulieres et si Thomme du metier, en suivant 
les indications de la demande, aboutissait inevitablement a ces caracteristiques, 
en avait conscience et rejetait tout produit ne les possedant pas. II semble 
cependant que la lipase produite dans les plantes ne se distingue pas de la lipase 
isolee d'un mammifere. 

La meme objection s'applique aux revendications 17 et 18. 

2.2 Par consequent, I'obje; des revendications 20 et 21, dans la mesure ou lesdites 
revendications dependent des revendications 16 a 18, n'est pas nouveau: 

- le document D1 (WO 93/00426) decrit ('utilisation de lipase pancreatique pour le 
traitement d'insuffisance pancreatique. 

- le peptide decrit dans D2 (EP-A-0 269 595) est derive de la colipase. Ce peptide 
est utilise pour le traitement de I'obesite. D2 decrit aussi une composition 
pharmaceutique qui comprend ce peptide. 



Formulaire PCT/Feuille separ^e/409 (feuille 1) (OEB-avrii 1997) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande Internationale n° PCT/FR97/01 862 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



3. Le document D3 (Rev. Mai. Resp., vol. 12, 1995, p. 409-413) fait reference a un 
colza produisant de la lipase pancreatique (p. 41 1, col. de droite). 
(-'administration chargee de Pexamen preliminaire international n'a pas encore pu 
prendre connaissance du contenu du document cite dans D3 (Chambon, 
Sciences Avenir, aout 1994, 64-69). Neanmoins, il est a noter que ce document 
pourrait affecter la nouveaute de plusieurs revendications. 

4. L'administration chargee de I'examen preliminaire international considere que les 
revendications 1, 2, 5, 6, 9-12, 15, 16, et 19-26 n'impliquent pas une activite 
inventive telle que definie par I'Article 33(3) PCT. 

4.1 Le document D4 (EP-A-0 449 376) decrit la production d'enzymes dans les 
graines de plantes. En particulier, des lipases peuvan' aire exprimees et utilrsees 
dans le traitement d'insuffisance pancreatique (par^graphe entre les pages 4 et 
5). 

Le document D1 decrit des lipases pancreatiques de mammiferes. II est suggere 
d'utiliser ces lipases pour le traitement d'insuffisance pancreatique. 
II semble que I'homme du metier qui a connaissance de ces deux documents 
produirait des plantes qui expriment la lipase pancreatique. Dans ce but, il 
utiliserait une sequence nucleotidique contenant un ADNc codant pour la lipase et 
des elements permettant a une cellule vegetale de produire cette lipase. L'homme 
du metier serait done arrive a I'objet des revendications 1, 2, 5, 6, 9-12, 15, 16 et 
19 sans avoir a exercer une activite inventive. 

4.2 II semble que les revendications 20-26 concernent un objet qui peut etre obtenu 
de fa?on evidente en utilisant des plantes exprimant la lipase pancreatique ou la 
lipase pancreatique isolee de telles plantes. 

5. La revendication 20 concerne une methode de traitement chirurgical ou 
therapeutique du corps humain ou animal. 

II n'existe pas de critere unifie dans le PCT pour determiner si la revendication 20 
est susceptible d'application industrielle. La brevetabilite peut auss\ dependre de 
la maniere dont la revendication a ete formulee. 

En accord avec la Regie 67.1 iv) PCT, aucun opinion n'est done exprimee par 
rapport de I'application industrielle de la revendication 20. 
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RAPPORT D'EXAMEN Demand© Internationale n° PCT/FR97/01 862 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Les objets des revendications 1-19 et 21-26 sont susceptibles dl'appiication 
industrielle. 

Remarque supplemental re partie VIII 

La revendication 1 concerne I'utilisation d'une sequence nucleotidique qui contient 
un ADNc codant pour une proteine ou un polypeptide derive d'un element du 
complexe lipase pancreatique-colipase. L'expression "polypeptide derive..." n'est 
pas claire. 

La meme objection s'applique aux revendications 5 et 8. 
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PATENT COOPERATION TREA. . 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
L74BD1168 


See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/FR97/01862 


International filing date (day/month/year) 

17 October 1997(17.10.1997) 


Priority date {day/month/year) 

17 October 1996(17.10.1996) 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 



C12N 15/55, 15/82, A01H 5/00, A23K 1/14, A61K 38/46, C10L 1/02, 1/14 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



(...-.national application No. 

PCT/FR97/01862 



I. Basis of the report 



i . Fill's report has been drawn on the basis o£ (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office m response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as ' 'originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments ): 



| ~| the international application as originally filed. 



the description, pages 
pages 
pages 
pages 



1-56 



, as originally filed, 
, filed with the demand. 
. filed with the letter of 
, filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-26 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



| | the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

| | the description, pages , 

| ] the claims, Nos. 



| | the drawings, sheets/fig 



3. | | This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



\, Statement 



Novelty (N) 


Claims 


1 


-15, 15 


2, 22-26 


YES 




Claims 




16-18, 


20, 21 


NO 


Inventive step (IS) 


Claims 


3, 


4, 7, 


8, 13, 14 


YES 




Claims 


1, 2, 


5, 6, 


9-12, 15-26 


NO 


Industrial applicability (IA) 


Claims 




1-19, 


21-26 


YES 




Claims 








NO 



2. Citations and explanations 

1. The present application relates to the production in 
plants of one or more elements of the pancreatic 
lipase-colipase complex of mammals and the use of 
these plants and/or proteins. 

2. The subject matter of Claims 16 to 18, 20 and 21 
does not meet the criterion of novelty (PCX Article 
33(2) ) . 

2.1 Claim 16 defines a product (lipase or derived 

polypeptide) in terms of the method by which it is 
obtained. 

The method features in a product claim can be taken 
into account in establishing novelty over the prior 
art only if the use of this method necessarily 
implies that the product has speciax features and if 
a person skilled in the art, based on the 
information contained in the application, would 
inevitably arrive at these features, was aware of 
them and rejected any product which did not contain 
them. The lipase produced in the plants does not, 
however, appear to differ from the lipase isolated 
from a mammal. 



Form PCT/IPEA/409 (BoxV) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIIV_<ARY EXAMINATION REPORT 



In' tional application No. 
PCi'/FR 97/01862 



The same objection applies to Claims 17 and 18. 

2.2 -.Consequently, the subject matter of Claims 20 and 21 
is not novel, insofar as said claims depend on 
Claims 16 to 18: 

- document Dl (WO 93/00426) describes the use of 
pancreatic lipase for treating pancreatic 
insufficiency; 

- the peptide described in D2 (EP-A-0 269 595) is 
derived from the colipase. This peptide is used for 
treating obesity. D2 also describes a pharmaceutical 
composition containing this peptide. 



3. Document D3 (Rev. Mai. Resp., vol.12, 1995, p,409- 
413) refers to a rapeseed which produces pancreatic 
lipase (p. 411, right-hand column). 

The International Preliminary Examination Authority 
has not yet been able to consider the content of the 
document cited in D3 (Chambon, Sciences Avenir, 
August 1994, pp. 64-69). Nevertheless, it should be 
noted that this document could affect the novelty of 
several claims. 



4. The Internatior _ Preliminary Examining Autnority 
considers that Claims 1, 2, 5, 6, 9 to 12, 15, 16 
and 19 to 26 do not involve an inventive step as 
defined by PCT Article 33(3). 

4.1 Document D4 (EP-A-0 449 376) describes the 

production of enzymes in plant seeds. In particular, 
lipases can be expressed and used in the treatment 
of pancreatic insufficiency (paragraph between pages 
4 and 5) . 

Document Dl describes pancreatic lipases of mammals. 
The use of these lipases is suggested for the 
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treatment of pancreatic insufficiency. 
It would seem that a person skilled in the art with 
-.knowledge of these two documents would produce 
plants expressing the pancreatic lipase. For this 
purpose, he would use a nucleotide sequence 
containing a cDNA coding for the lipase and elements 
enabling a vegetable cell to produce this lipase. A 
person skilled in the art would therefore arrive at 
the subject matter of Claims 1, 2, 5, 6, 9 to 12, 
15, 16 and 19, without the need to exercise an 
inventive step. 

4.2 Claims 20 to 26 appear to relate to a subject which 
can be obtained in an obvious manner by using plants 
expressing pancreatic lipase or the pancreatic 
lipase isolated from such plants, 

5. Claim 20 relates to a method of surgical or 

therapeutic treatment for the human or animal body. 
The PCT does not contain any uniform criteria for 
assessing whether Claim 20 is industrially 
applicable. Patentability can also depend on the 
wording of the claim. 

In accordance with PCT Rule 67.1(iv), no opinion is 
therefore expressed as to the industrial 
applicability of Claim 20. 

The subjects of Claims 1 to 19 and 21 to 26 are 
industrially applicable . 
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VIII. Certain observations on the international application 



Fhe following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

Claim 1 concerns the use of a nucleotide sequence 
containing a cDNA coding for a protein or a 
polypeptide derived from an element of the 
pancreatic lipase-colipase complex. The expression 
"derived polypeptide../' is unclear. 



The same objection applies to Claims 5 and 8. 
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voir les paragraphes 1 et 4 ci-apres 


Demande internationale n° 
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Date du depot international 
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Deposant 

BIOCEM (S.A. ) et al . 



1 . [j^] II est notifie au deposant que le rapport de recherche internationale a ete etabli et fui est transmis ci-joint 
Depot de modifications et d'une declaration selon I'articfe 19 : 

Le deposant peut s'ii fe souhaite, modifier les revendi cations de la demande internationale (voir la regie 46): 



Quand? Le delai dans lequei les modifications doiventetre d^posees est de deux mois a compter de la date de 

transmission du rapport de recherche internationale ; pour plus de precisions, voir cependant les notes 
figurant sur la feuille d'accompagnement. 
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' — ' a I'article 17.2)a), est transmise ci-joint. 



I I En ce qui concerne la reserve pouvant etre formulae, conformement a la regie 40.2. a regard du paiement d'une ou 

1 — 1 de plusieurs taxes additionnelies, il est notifie' au deposant que 

I | la reserve ainsi que fa decision y relative ontete transmises au Bureau international en m§me temps que !a requete 
' — ' du deposant tendant a ce que le texte de la reserve et ceiui de la decision en question soient notifies aux offices 
designes. 

| | la reserve n'a encore fait I'objet d'aucune decision; des qu'une decision aura ete prise, le deposant en seraavise. 
Mesure(s) consecutive(s) : II est rappele au deposant ce qui suit: 

Peu apres ('expiration d'un delai de 18 mois a compter de la date de priorite, la demandeinternationaie sera publiee par le 
Bureau international. Si le deposant souhaite eviter ou differer la publication, il doit faire parvenir au Bureau international 
une declaration de retrait de la demande internationale, ou de la revendication de priorite, conformement aux regies 
90to/s.1 et 906/S.3. respectivement, avant ['achievement de la preparation technique de la publication internationale. 

Dans un delai de 19 mois a compter de la date de priorite, le deposant doit presenter la demande d'examen preiiminaire 
international s'il souhaite que I'ouverturede la phase nationale soit reportee a 30 mois a compter de la datede priority 
(ou meme au-dela dans certains offices). 

Dans un delai de 20 mois a compter de la date de priorite, le deposant doitaccomplir les demarches prescrites pour I'ouverture 
de la phase nationale aupres de tous les offices designes qui n'ont pas ete elus dans la demande d'examen preiiminaire 
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Demande internationale n° 

PCT/FR 97/01862 


Date du depot \ntemationa\(jour/mois/annee) 
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(Date de priorite (la pfus anctenne) 

(jour/mois/annee) 
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Deposant 
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Le present rapport de recherche internationale, etabli par Padministration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'articie 18. Une copieen est transmise au Bureau international. 


Ce rapport de recherche internationale comprend 4 feuilles. 




[Y1 II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 


1. 


| [ II a ete estime que certaines revendications nepouvaient pas faire Tobjet d'une recherche(voir le cadre I). 


2. 


| | II y a absence d'unite de l'invention(voir le cadre II). 


3. 


| | La demande internationale contient la divulgation d'un Mstage de sequence de nucleotides oud'acides amines et la 
recherche internationale a eTe effectu^e sur la base du listage de sequence 




□ 


depose avec la demande internationale 




□ 


fourni par ie deposant s^parement de la demande internationale 

| | sans etre accompagnde d'une declaration selon faquelle il n'inclut pas d'elements 
ailant au-dela de la divulgation faite dans la demande internationale telle 
qu'elle a 6t6 d^posee. 
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transcrit par I'ad ministration 


4. 


En ce qui concerne le titre, 


le texte est approuve te! qu'il a ete remise parle deposant. 




□ 


Le texte a eTe etabli par ('administration et a la ter.eur suivante: 


5. 


Er ce qui concerne Tabrege, 








le texte est approuve tel qu'il a et6 remis parte deposant 
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te texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par ['administration conformement a la 
regie 38.2b). Le deposant peut presenter des observations a ('administration dans un d£lai 
d'un mois a compter de (a date d'expedition du present rapport de recherche internationale. 


6. 


La figure des dessins a publier avec I'abrege est la suivante: 




Figure n° none □ 

□ 


suggeree par le deposant. [^] Aucune des figures 

, _, . L , . . , n'est a pubiier. 
parce que le deposant n a pas suggere de figure. 




□ 


parce que cette figure caracterise mieuxl'invention. 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demd tern at ion ale No 
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A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 6 C12N15/55 C12N15/82 
C10L1/02 C10L1/14 



A01H5/00 



A23K1/14 



A61K38/46 



Seton ta classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification natiomle et la CIB 

B. PQMAINES SUR LESQUEIS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minimale consults (system© de classification suivi dessymboles de classement) 

CIB 6 C12N A01H A23K A61K C10L 



Documentation consultee autre que la documentationminimale dans la mesureou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si celaest realisable, termes de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie * 


Identification des documents cites, avecje cas echeant, I'indicationdes passages pertinents 


no. des revendications visees 


X 
Y 


✓ WO 93 00426 A (NOVONORDISK AS) 7 janvier 
1993 

voir page 16, ligne 20 - page 17, ligne 5 


16,20, 

21,24,25 

1,2,5,6, 

9-12,15, 

19-26 


Y 


+ EP 0 449 376 A (GIST Bi OCADES NV ;M0GEN 
INT (HI)) 2 octobre 1991 

voir page 4, ligne 28 - page 5, ligne 4; 
revendi cations 28,29 


1,2,5,6, 
9-12,15, 
19-25 


Y 


, WC 96 03511 A (TOULOUSE INST NAT P0LYTECH 
; ALIBERT GILBERT (FR); MOULOUNGUI ZEPHI) 8 
fevrier 1996 

voir le document en entier 

-/- 


24,25 



Voir la suite du cadre C pour la finde la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiquesen annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de latechnique, non 

considere comme particulierement pertinent 
"E" document anterieur, mais pubiie a la date dedepot international 

ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendcation de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qaindiquee) 

"O" document s© referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document pubiie avant la date de dep6tinternational, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



"T" document uiterieur pubiie apres la date de dep6t international ou la 
date de priorite etn'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base del'invention 

"X" document particulierement pertinent; 1' invention revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isotement 

"Y" document particulierement pertinent; ('invention revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document estassocie a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

"&" document qui fait partie de la meme famiilede brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a eteeffectivement achevee 

20 fevrier 1998 


Date d' expedition du present rapport de recherche internationale 

06/03/1998 


Nom et adresse postale de I'administrationchargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (4-31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Maddox, A 
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D* * Internationale No 
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C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



CategoHe J Identification des documents cites, avecje cas echeant, I'indicatlondes passages pertinents 



no. des revendications visees 



/ 



GB 2 188 057 A (INST PENYELIDIKAN MINYAK 
KELAP;UNIV MALAYA) 23 septembre 1987 
voir page 1, ligne 14 ^ ligne 21 

MORNEX , J.F., ET AL. : "Transfert des 

genes; les enjeux economiques" 

REVUE DE MALADIES RESPIRATOIRES, 

vol. 12, 1995, 

pages 409-413, XP002056437 

voir page 411, colonne de droite 

& CHAMBON, P.: "Des proteines 

therapeutiques cultivees a la ferme. Des 

plantes a chair humaine" 

SCIENCES AVENIR , 

aoQt 1994, 
pages 64-69, 

WINKLER, F.K., ET AL.: "Structure of 

human pancreatic lipase" 

NATURE, 

vol . 343, 22 fevrier 1990, 
pages 771-774, XP002033482 
voir le document en entier 

LOWE, M.E. , ET AL. : "Cloning and 
characterization of the human colipase 
cDNA" 

BIOCHEMISTRY, 

vol. 29, 1990, 

pages 823-828, XP002033483 

voir le document en entier 

EP 0 269 595 A (DRACO AB) 1 juin 1988 
voir le document en entier 

VAN TILBEURGH, H., ET AL.: "Interfacial 
activation of the 1 ipase-procol ipase 
complex by mixed micelles revealed by 
X-ray crystallography" 
NATURE, 

vol . 362, 29 avril 1993, 
pages 814-820, XP002033484 
voir le document en entier 

EGL0FF, M.-P., ETAL.: "Crystal 1 ographic 

study of colipase and of the interaction 

with pancreatic lipase" 

PROTEIN SCIENCE, 

vol. 4, 1995, 

pages 44-57, XP000676440 

cite dans la demande 

voir le document en entier 



-/- 



26 



1,2,5,6, 
9-12,15, 
16,19-26 



16 



17 



17,20,21 
18 



18 
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C (suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categorie J 


Identification des documents cites, avec.le cas echeant. I'indicationdes passages pertinents 


no. des revendications visees 


X 


, GOTTSCHALK, B., ET AL.: "Comparison of 
two pancreatic enzyme products for the 
treatment of maldigestion in csytic 
fibrosis (Mucovi scidosi s )" 
MONATSSCHR. KINDERHEILKD . , 
vol . 136, no. 9, 
pages 626-629, XP000676451 
voir le document en entier 


20,21 


X 


, WO 91 06661 A (ENZYTECH INC) 16 mai 1991 
voir le document en entier 


22 


A 


- G0M0RD, V., ET AL.: "PI ante et medicament 
un nouveau depart" 
BIOFUTUR, 

vol . 154, mars 1996, 

pages 26-30, XP002033486 

voir page 27, colonne de gauche 


1-26 


A 


- EP 0 542 629 A (INST RECH JOUVEINAL 
;JOUVEINAL INST RECH (FR)) 19 mai 1993 
voir le document en entier 


1-26 


A 


WO 94 13816 A (INST RECHJOUVEINAL 
;BLANCHARD CLAIRE (FR); BENICOURT CLAUDE 
(FR);) 23 juin 1994 
voir le document en entier 


1-26 


A 


s LOWE M E ET AL: "CLONING AND 

CHARACTERIZATION OF HUMAN PANCREATIC 
LIPASE CDNA" 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
vol. 264, no. 33, 25 novembre 1989, 
pages 20042-20048, XP000081766 
cite dans la demande 
voir le document en entier 


16 


A 


' WO 93 03161 A (DONSON JON ;DAWS0N WILLIAM 
0 (US); GRANTHAM GEORGE L (US); TURPEN) 18 
fevrier 1993 
voir page 31 - page 33 
voir page 74 - page 75 


1-26 


A 


z WO 92 01042 A (NOVONORDISK AS) 23 Janvier 
1992 

voir page 7, ligne 4 - ligne 16; 
revendications 1-43 


1-26 


A 


s WO 91 18923 A (ASTRA AB) 12 decembre 1991 
voir page 11, ligne 28 - page 12, ligne 18 


19-23 


A 


y W0 86 01532 A (CELLTECH LTD) 13 mars 1986 
voir le document en entier 


20,21 
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Renselgnements relatifs aux memt 



families de brevets 



Dema^ lernatlonale No 

PCT/r-R 97/01862 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 
famille de brevet(s) 



Date de 
publication 



WO 9300426 A 



07-01-93 



EP 0599859 A 



08-06-94 



AU 


649447 


B 


26 


-05- 


-94 


AU 


7765691 


A 


21 


-10- 


-91 


AU 


632941 


B 


14 


-01- 


-93 


AU 


7776691 


A 


21 


-10- 


-91 


CA 


2056396 


A 


24 


-09- 


-91 


EP 


0449375 


A 


02 


-10- 


-91 


IL 


97645 


A 


18 


-03- 


-97 


JP 


6501838 


T 


03 


-03- 


-94 


JP 


6502296 


T 


17 


-03- 


-94 


WO 


9114782 


A 


03 


-10- 


-91 


WO 


9114772 


A 


03 


-10- 


-91 


US 


5543576 


A 


06 


-08- 


-96 


US 


5714474 


A 


03 


-02- 


-98 



W0 9603511 A 08-02-96 



GB 2188057 A 23-09-87 



FR 2722798 A 26-01-96 

AU 2984995 A 22-02-96 

CA 2195560 A 08-02-96 

EP 0770134 A 02-05-97 



AUCUN 



EP 0269595 A 



01-06-88 



AU 


608783 


B 


18 


-04- 


-91 


AU 


8091487 


A 


26 


-05- 


■88 


CA 


1302878 


A 


09 


-06- 


-92 


DE 


3786530 


A 


19 


-08- 


-93 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Renseignements relatifs aux memb families de brevets 



Demar ernationale No 

PCT/r* 97/01862 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre{s) de !a 
famille de brevet(s) 



Date de 
publication 



WO 8601532 A 



JP 8029081 B 
JP 61503035 T 
US 5691181 A 



27-03-96 
25-12-86 
25-11-97 
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TRAITE DE DPERATION EN MAT1ERE DE EVETSB a M 

3 ^ffi 



Expediteur: L 1 ADMINISTRATION CHARGEE DE 

L'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Destinataire: 

BREESE Pierre 
BREESE MAJEROWICZ 
3, avenue de i'Opera 
75001 PARIS 
FRANCE 


PCT 

NOTIFICATION DE TRANSMISSION DU 
RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE 
INTERNATIONAL 

(regie 71.1 du PCT) 


Date d'exp^dition ft 
(jour/moi$/ann&e) \ X 01 ^ 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
L74BD1168 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande Internationale No. 
PCT/FR97/01862 


Date du d6pot international (jour/mois/ann6e) 
17/10/1997 


Date de priority (jour/mois/annde) 
17/10/1996 


Deposant 

BIOCEM (S.A.) et al. 





1 . II est notifie au deposant que I'administration chargee de I'examen preliminaire international a etabli le rapport 
d'examen preliminaire international pour la demande intemationale et le lui transmet ci-joint, accompagne, le 
cas echeant, de ces annexes. 

2. Une copie du present rapport et, le cas echeant, de ses annexes est transmise au Bureau international pour 
communication a tous les offices eius. 

3. Si tel ou tel office elu I'exige, le Bureau international etablira une traduction en langue anglaise du rapport (a 
('exclusion des annexes de celui-ci) et la transmettra aux offices interesses. 



4. RAPPEL 

Pour aborder la phase nationale aupres de chaque office elu, le deposant doit accomplir certains actes (depot 
de traduction et paiement des taxes nationales) dans le delai de 30 mois a compter de la date de priorite (ou 
p' js tard pour ce qui conceme certains offices) (article 39.1) (voir aussi le rappei envoye par le Bureau 
international dans le formulaire PCT/IB/301). 



Losrqu'une traduction de ia demande intemationale doit etre remise a un office elu, elle doit comporter 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire international. H appartient au deposant d'<= 
traduction en question et de la remettre directement a chaque off fee elu snteresse. 

Pour plus de precisions en ce qui conceme les delais applicables et les exigences des offices elus, voi 
Volume II du Guide du deposant du PCT. 



Norn et adresse postale de I'adminstration chargee de I'examen 
preliminaire international 

- Office europeen des brevets 

->ffV D-80298 Munich 
£y' Tel. (+49-89) 2399-0. Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 



Fonctionnaire autorise 
Vullo, C 

Tel. (+49-89) 2399-8061 



(I $ 



Formulaire PCT/IPEA/416 (juillet 1992) 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 

PCT 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire L74BD1168 


hit- a rv^KiKicD voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNtH pr( §liminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande internationale n" 
PCT/FR97/01862 


Date du depdt international (jour/mois/annee) 
17/10/1997 


Date de priority (jour/mois/ann^e) 
17/10/1996 



Classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 



C12N 15/55 



Deposant 

BIOCEM (S.A.) et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par Padministration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a Particle 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
1'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
admtnistratives du PCT). 



Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I H Base du rapport 

II □ Priorite 

III □ Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility duplication 

industrielle 

IV □ Absence d'unite de ['invention 

V S Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 

duplication industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

VI □ Certains documents cites 

VII □ Irregularis dans la demande internationale 

VIII S Observations relatives a la demande internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

15/04/1998 


Date d'achevement du present rapport 

1 *». 01. 99 


Norn et adresse postale de ('administration chargee de 
I'examen preliminaire international 

Office europ^en des brevets 
5jN D-80298 Munich 
Spl Tel. (+49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 


Fonctionnaire autorise 

Bilang, J 1 J 

N" de telephone (+49-89) 2399-8707 ^JL^ 



Formulaire PCT/I PEA/409 (feuilie de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande international n° PCT/FR97/01 862 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres {les feuilfes de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a Particle 14 sont considerees, dans ie present 
rapport, comme "initiaiement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -56 version initiale 



Revendications, N°: 

1 -26 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'ii a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 

voir feuille separee 



V, Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, l activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



1. Declaration 
Nouveaute 

Activite inventive 



Oui : 
Non 

Oui : 
Non 



Possibilite d'application industrielle Oui : 

Non 



Revendications 1-15,19, 22-26 

Revendications 16-18, 20, 21 

Revendications 3, 4, 7, 8, 13, 14 

Revendications 1 , 2, 5, 6, 9-12, 15-26 

Revendications 1-19, 21-26 
Revendications 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII. feuille 1) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR97/01 862 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuilje separee 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationaie n° PCT/FR97/01 862 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Remarque supplementaire partie I 

A ce moment de Pexamen, ie document de priorite n'est pas disponible. Cet 
examen est done fonde sur I'hypothese que toutes les revendications jouissent 
d'un droit de priorite datant du depot du document de priorite. 

Remarque supplementaire partie V 

1 . La presente demande concerne la production dans des ptantes d'au moins un 
element du complexe lipase pancreatique-colipase de mammiferes, et I'utilisation 
de ces plantes et/ou proteines. 

2. L'objet des revendications 16-18, 20, et 21 n'est pas conforme au critere de 
nouveaute (Article 33(2) PCT). 

2.1 La revendication 16 definit un produit (lipase ou polypeptide derive) par le 
procede d'obtention. 

Les caracteristiques de procede dans une revendication de produit ne peuvent 
etre prises en compte, pour etablir la nouveaute par rapport a I'etat de la 
technique, que si I'utilisation de ce procede impliquait necessairement que le 
produit ait des caracteristiques particulieres et si Thomme du metier, en suivant 
les indications de la demande, aboutissait inevitablement a ces caracteristiques, 
en avait conscience et rejetait tout produit ne les possedant pas. II semble 
cependant que la lipase produite dans les plantes ne se distingue pas de la lipase 
isolee d'un mammifere. 

La meme objection s'applique aux revendications 17 et 18. 

2.2 Par consequent, I'objet des revendications 20 et 21, dans la mesure ou lesdites 
revendications dependent des revendications 16 a 18, n'est pas nouveau: 

- le document D1 (WO 93/00426) decrit I'utilisation de lipase pancreatique pour le 
traitement d'insuffisance pancreatique. 

- le peptide decrit dans D2 (EP-A-0 269 595) est derive de ia colipase. Ce peptide 
est utilise pour ie traitement de I'obesite. D2 decrit aussi une composition 
pharmaceutique qui comprend ce peptide. 



Formulaire PCT/Feuiile separee/409 (feuille 1) (OEB-avril 1997) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationate n° PCT/FR97/01862 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



3. Le document D3 (Rev. Mai. Resp., vol. 12, 1995, p. 409-413) fait reference a un 
colza produisant de la lipase pancreatique (p. 41 1, col. de droite). 
L'administration chargee de I'examen preliminaire international n'a pas encore pu 
prendre connaissance du contenu du document cite dans D3 (Chambon, 
Sciences Avenir, aout 1994, 64-69). Neanmoins, il est a noter que ce document 
pourrait affecter la nouveaute de plusieurs revendications. 

4. L'administration chargee de I'examen preliminaire international considere que les 
revendications 1, 2, 5, 6, 9-12, 15, 16, et 19-26 n'imptiquent pas une activite 
inventive telle que definie par I'Article 33(3) PCT. 

4.1 Le document D4 (EP-A-0 449 376) decrit la production d'enzymes dans les 
graines de plantes. En particulier, des lipases peuvent etre exprimees et utilisees 
dans le traitement d'insuffisance pancreatique (paragraphe entre les pages 4 et 
5). 

Le document D1 decrit des lipases pancreatiques de mammiferes. II est suggere 
d'utiliser ces lipases pour le traitement d'insuffisance pancreatique. 
II semble que I'homme du metier qui a connaissance de ces deux documents 
produirait des plantes qui expriment la lipase pancreatique. Dans ce but, il 
utiliserait une sequence nucleotidique contenant un ADNc codant pour la lipase et 
des elements permettant a une cellule vegetale de produire cette lipase. L'homme 
du metier serait done arrive a Tobjet des revendications 1, 2, 5, 6, 9-12, 15, 16 et 
19 sans avoir a exercer une activite inventive. 

4.2 II semble que les revendications 20-26 concernent un objet qui peui. titre obtenu 
de fa?on evidente en utilisant des plantes exprimant la lipase pancreatique ou la 
iipase pancreatique isolee de telles plantes. 

5. La revendication 20 concerne une methode de traitement chirurgical ou 
therapeutique du corps humain ou animal. 

II n'existe pas de critere unifie dans le PCT pour determiner si la revendication 20 
est susceptible d'application industrielle. La brevetabilite peut aussi dependre de 
la maniere dont la revendication a ete formulae. 

En accord avec la Regie 67.1 iv) PCT, aucun opinion n'est done exprimee par 
rapport de ('application industrielle de la revendication 20. 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Les objets des revendications 1-19 et 21-26 sont susceptibles di'application 
industrielle. 

Remarque supplementaire partie VIII 

La revendication 1 concerne I'utilisation d'une sequence nucleotidique qui contient 
un ADNc codant pour une proteine ou un polypeptide derive d'un element du 
complexe lipase pancreatique-colipase. L'expression "polypeptide derive..." n'est 
pas claire. 

La meme objection s'applique aux revendications 5 et 8. 
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Patent family 
member(s) 
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Publication 
date 



JP 8029081 B 
JP 61503035 T 
US 5691181 A 



27-03-96 
25-12-86 
25-11-97 
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RAPPORT DE REC^-RCHE INTERNATIONALE 



de Internationale No 

PCT/FR 97/01862 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categorte 


Identification des documents cites, avec.le cas echeant. 1'indicationdes passages pertinents 


no. dQS revendications visees 


Y 


GB 2 188 057 A (INST PENYELIDIKAN MINYAK 
KELAP;UNIV MALAYA) 23 septembre 1987 
voir page 1, ligne 14 - ligne 21 


26 




MORNEX , J.F., ET AL. : "Transfert des 
genes; les enjeux economiques" 
prune* nr mai ahttc pf<;p t patht pt^ 

vol. 12, 1995, 

pages 409-413, XP002056437 

voir page 411, colonne de droite 

h CHAMBON , P.: "Des proteines 

therapeutiques cultivees a la ferme. Des 

pi antes a chair humalne" 

SCIENCES AVENIR, 

aout 1994, 
pages 64-69, 


1,2,5,6, 
9-12,15, 

1 (\ 1 Q — OG. 




WINKLER, F.K., ET AL. : "Structure of 

human pancreatic lipase" 

NATURE, 

vol . 343, 22 fevrier 1990, 

^ „ _ _ -7-71 -7-7 a VDnAOn'iiylOO 

pages 771-774, XrQ020334oZ 
voir le document en entier r 


16 




LOWE, M,t., El AL. : Cloning and 
characterization of the human colipase 
cDNA" 

BIOCHEMISTRY, 

vol. 29, 1990, 

pages 823-828, XP002033483 

voir le document en entier ✓ 


1 "7 

11 


X 


EP 0 269 595 A (DRACO AB) 1 juin 1988 
voir le document en entier 


17,20,21 


*' 


VAN TILBEURGH, H. , ET AL. : "Interfacial 
activation of the 1 ipase-procol ipase 
complex by mixed micelles revealed by 
X-ray crystallography" 
NATURE, 

vol . 362, 29 avril 1993, 
pages 814-820, XP002033484 
voir le document en entier ' 


18 


*4 


EGL0FF, M.-P., ET AL,: "Crystal 1 ographic 

study of colipase and of the interaction 

with pancreatic lipase" 

PROTEIN SCIENCE, 

vol. 4, 1995, 

pages 44-57, XP000676440 

cite dans la demande 

voir le document en entier ^ 

-/-- 


18 



Formuiaim PCT/ISA/21 0 (suite de la deuxi^me feuille) (juillet 1992) 



page 2 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



L e Internationale No 

Pu/FR 97/01862 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categorie 


identification des documents cites, avecJe cas echeant. I'indicatlondes passages pertinents 


no. des revendications visees 




GOTTSCHALK, B., ET AL. : "Comparison of 

two nanrrpatir pn7vmp nrnriurt^ "for thp 

treatment of maldigestion in csytic 

f ibrosi s (Mucovi scidosi s )" 

MONATSSCHR. KINDERHEILKD . , 

vol . 136, no. 9, 

pages 626-629, XP000676451 

voir le document en entier & 


20,21 


X 


WO 91 06661 A (ENZYTECH INC) 16 mai 1991 
voir le document en entier 


22 


A 


GOMORD V FT At • "Plantp pt medicament 

un nouveau depart" 

BIOFUTUR, 

vol . 154, mars 1996, 
pages 26-30, XP002033486 

voir nanp 71 mlnnnp Hp nanchp ■** 


1 c.V 


A 


EP 0 542 629 A (INST RECH JOUVEINAL 
;J0UVEINAL INST RECH (FR)) 19 mai 1993 
voir le document en entier 


1-26 


A 


WO 94 13816 A (li ST RECHJOUVEINAL 
;BLANCHARD CLAIRE (fR); BENICOURT CLAUDE 
(FR); ) 23 juin 1994 
voir 1p dnriirtipot pn pntipr 


1-26 


A 


LOWE M E ET AL; "CLONING AND 
CHARACTERIZATION OF HUMAN PANCREATIC 
LIPASE CDNA" 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
vol 264 no 33 25 novpmbrp 
pages 20042-20048, XP000081766 
cite dans la demande 
voir le document en entier 


16 


A 


wo cn n^ifii a fnoN^nN .ion -nAUKON uti i tam 

0 (US); GRANTHAM GEORGE L (US); TURPEN) 18 

fevrier 1993 

voir page 31 - page 33 

voir page 74 - page 75 




A 


W0 92 01042 A (NOV0NORDISK AS) 23 janvier 
1992 

voir page 7, ligne 4 - ligne 16; 
revendications 1-43 


1-26 


A 


WO 91 18923 A (ASTRA AB) 12 decembre 1991 
voir page 11, ligne 28 - page 12, ligne 18 


19-23 


A 


WO 86 01532 A (CELLTECH LTD) 13 mars 1986 
voir le document en entier 


20,21 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la deuxidme feuille) (juiliet 1992) 



page 3 de 3 



RAPPORT DE RECK^RCHE INTERNATIONALE 



[ de Internationale No 

PCT/FR 97/01862 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE , 

CIB 6 C12N15/55 C12N15/82 
C10L1/02 C10L1/14 



A01H5/00 



A23K1/14 



A61K38/46 



Selon la classification internationals des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minimal© consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 6 C12N A01H A23K A61K C10L 



Documentation consultee autre que la documentationminimaie dans la mesureou ces documents relevent des domaines surlesquels a portd la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche internationale (nom de la base de donnees, et si celaest realisable, termes de recherche 
utilises) 



C DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° Identification des documents cites, avec, le cas echeant, I'indicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



WO 93 00426 A (NOVONORDISK AS) 7 janvier 
1993 

voir page 16, ligne 20 - page 17, ligne 5 



EP 0 449 376 A (GIST BROCADES NV ;M0GEN 
INT (NO) 2 octobre 1991 

voir page 4, ligne 28 - page 5, Hgne 4; 
revendications 28,29 

WO 96 03511 A (TOULOUSE INST NAT P0LYTECH 
; ALIBERT GILBERT (FR); MOULOUNGUI ZEPHI) 8 
fevrier 1996 

voir le document en entier ** 



16,20, 

21,24,25 

1,2,5,6, 

9-12,15, 

19-26 

1,2,5,6, 
9-12,15, 
19-25 



24,25 



-/- 



Voir la suite du cadre C pour la finde la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiqudsen annexe 



* Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant Tetat general de latechnique, non 
considdre" comme particulierement pertinent 

"E" document anterieur, mais publie a la date ded^pdt international 
ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendcation de 
priority ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O" document se reterant a une divulgation orale, a un usage, k 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de depotinternational, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



document ulterieur publie apres ladate de depSt international ou la 
date de priorite et . ' sppartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprend re le principe 
ou la theorie constituant la base del' invention 

document particulierement pertinent; I'inventfon rewendiquea ne peut 
etre considered comme nouvelle ou comme impliq'.ant un*. i ctiv!t£ 
inventive par rapport au document consider isole> snt 

document particulierement pertinent; (Invention revend^usva 
ne peut etre consideree comme impliquant uneactivife inventive 
lorsque le document estassocie' a un ou plusieurs aufres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famillede brevets 



Date a laquelle la recherche Internationale a eteeffectivement achev^e 

20 fevrier 1998 


Date d'expedition du present rapport de recherche internationale 

06/03/1998 


Nom et adresse postaie de I'administrationchargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B, 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Maddox, A 



Formulair© PCT/ISA/210 (deuxteme feuille) (juidet 1992) 



page 1 de 3 



